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d i f fi c u l t t o s e p a r a t e t h e e t i o l o g y o f t h e s e d i s e a s e s . C i r r h o s i s m o r t a l i t y h a s r e g i s t e r e d
l a r g e c h a n g e s o v e r t h e l a s t f e w d e c a d e s . I n t h e e a r l y 19 8 0 s , t h e h i gh e s t r a t e s o f c i r r h o s i s
w e r e i n M e x i c o
,
C h i l e (a r o u n d 5 5/ 10 0 , 0 0 0 m e n a n d o v e r 14 / 10 0 , 0 00 w o m e n ) , F r a n c e ,
I t a l y , P o r t u g a l , A u s t r i a , H u n g a r y a n d R o m a n i a (a r o u n d 3 0 - 3 5 / 10 0 , 00 0 m e n a n d 10 -
1 5/ 10 0
,
0 0 0 w o m e n ) ( 10 ) . M o r t a l i t y f r o m c i r r h o s i s h a s b e e n s t e a d i l y d e c l i n i n g i n m o s t
c o u n t r i e s w o r l dw i d e s i n c e t h e m i d o r l a t e 19 7 0
'
s . I n s o u t h e r n E u r o p e , r a t e s i n t h e e a r l y
2 0 0 0
'
s w e r e d e c r e a s e d b y n e a r l y 5 0% c o m p a r e d t o e a r l i e r d e c a d e s . O n th e o t h e r h a n d ,
r a t e s h a v e b e e n r i s i n g i n E a s t e r n E u r o p e a n c o u n t r i e s s i n c e t h e m i d 19 9 0 s . O v e r a l l ,
m o r t a l i t y f r o m c i r r h o s i s h a s s h o w n f a v o r a b l e t r e n d s i n m o s t c o u n t r i e s o f t h e w o r l d , a s a
r e s u l t o f t h e r e d u c t i o n i n a l c o h o l c o n s u m p t i o n a n d d e c r e a s e d h e p a t i t i s B a n d C v i r u s
i n f e c t i o n . T h e s t e a d y u p w a r d t r e n d s o b s e r v e d i n t h e U n i t e d K i n gd o m a n d c e n t r a l a n d
e a s t e r n E u r o p e a n c o u n t r i e s a r e a t t r i b u t e d t o t h e p e r s i s t e n t i n c r e a s e i n t h e p r e v a l e n c e o f
a l c o h o l c o n s u m p t i o n ( 10 ) .
N i n e t y p e r c e n t o f H C C d e v e l o p i n t h e c o n t e x t o f c h r o n i c l i v e r d i s e a s e s a n d
m a i n l y i n p a t i e n t s w i t h c i r r h o s i s (1 1) . M o r e o v e r , H C C h a s b e e n r e p o r t e d a s t h e t h i r d
m o s t c o m m o n c a u s e o f c a n c e r - r e l a t e d d e a t h i n t h e w o r l d . H C C i s a u n i q u e c a n c e r i n t h a t
i t o c c u r s m o s t l y i n p a t i e n t s w i t h a k n o w n r i s k f a c t o r . V i r a l h e p a t i t i s i s t h e m o s t c o m m o n
c a u s e o f H C C w o r l d w i d e , f o l l o w e d b y a l c o h o l i c l i v e r d i s e a s e (A L D ) a n d o t h e r c a u s e s
s u c h a s n o n - a l c o h o l i c f a t t y l i v e r d i s e a s e , g e n e t i c h e m o c h r o m a t o s i s , a n d b i l i a r y c i r r h o s i s .
E i g h t y p e r c e n t o f H C C c a s e s o c c u r i n d e v e l o p i n g c o u n t r i e s , i n t h e F a r E a s t a n d So u t h
A s i a
,
w h e r e t h e p r e v a l e n c e o f v i r a l h e p a t i t i s i s h i g h e r a n d e c o n o m i c c o n s t r a i n t s l im i t
p r e v e n t i o n c a m p a i g n s ( 1 1 ) . H C C i s o n e o f t h e f e w t y p e s o f c a n c e r t h a t i s a c t u a l l y
12
i n c r e a s i n g i n f r e q u e n c y a n d m o r t a l i t y i n t h e U S . ( 1 1 ) . E p i d e m i o l o g i c a l s t u d i e s o f r i s k
f a c t o r s a s s o c i a t e d w i t h H C C s u g ge s t t h a t h e a v y a l c o h o l c o n s u m p t i o n c o n t r i b u t e s t o m o s t
H C C c a s e s ( 12 ) .
E t h a n o l , w h i c h i s t h e t y p e o f a l c o h o l f o u n d i n w i n e , b e e r a n d s p i r i t s , i s c l a s s i f i e d
b y th e I n t e r n a t i o n a l A g e n c y f o r R e s e a r c h o n C a n c e r ( l A R C ) a s a
" k n o w n h u m a n
c a r c i n o g e n
"
w h e n c o n s u m e d o r a l l y (1 3) . M a n y p r o s p e c t i v e a n d c a s e - c o n t r o l s t u d i e s s h o w
a 2 - 3 - f o l d i n c r e a s e d r i s k f o r c a n c e r o f t h e o r a l c a v i t y , ph a r y n x , l a r y n x , a n d e s o p h a gu s i n
p e o p l e w h o c o n s u m e 5 0 g o f a l c o h o l a d a y (a p p r o x im a t e l y a h a l f b o t t l e o f w i n e ,
c o m p a r e d t o n o n - d r i n k e r s ) , a n e f f e c t w h i c h i s d o s e d e p e n d e n t ( 14 ) . T h e m a j o r n o n -
c a n c e r d i s e a s e s c a u s e d b y a l c o h o l i n c l u d e a l c o h o l i c p o l y n e u r o p a t h y , a l c o h o l i c
c a r d i o m y o p a t h y , a l c o h o l i c g a s t r i t i s , d e p r e s s i o n a n d o t h e r m e n t a l d i s o r d e r s , h y p e r t e n s i o n ,
s t r o k e , l i v e r c i r r h o s i s a n d f i b r o s i s , a n d a c u t e a n d c h r o n i c p a n c r e a t i t i s ( 14 ) . M o r e o v e r ,
a l c o h o l c o n s u m p t i o n i s a m a j o r c a u s e o f s e v e r a l t y p e s o f i n j u r i e s (r a n g i n g f r o m h o m i c i d e
t o t r a f f i c a c c i d e n t s ) a n d d r i n k i n g o f a l c o h o l d u r i n g p r e g n a n c y i s a s s o c i a t e d w dt h v a r i o u s
a d v e r s e e f f e c t s i n c l u d i n g f e t a l a l c o h o l s y n dr o m e , s p o n t a n e o u s a b o r t i o n , l o w b i r t h - w e i g h t ,
p r e m a t u r e b i r t h , a n d i n t r a u t e r i n e g r o w t h r e t a r d a t i o n ( 1 4 ) . H o w e v e r , i t i s v e r y im p o r t a n t
t o n o t e t h a t e v i d e n c e s u gg e s t s t h a t m o d e r a t e a l c o h o l c o n s u m p t i o n o f u p t o t w o d r i n k s p e r
d a y , r e d u c e s t h e r i s k o f h e a r t d i s e a s e a n d s t r o k e ( 14 , 15 ) .
E v i d e n c e s u g g e s t s t h a t g e n e t i c s u s c e p t i b i l i t y a l s o p l a y s a n im p o r t a n t p a r t i n
a l c o h o l - r e l a t e d c a n c e r . A l c o h o l d e h y d r o g e n a s e (A D H ) , a m a j o r a l c o h o l m e t a b o l i z i n g
e n z y m e , o x i d i z e s e t h a n o l t o a c e t a l d e h y d e , a n d a l d e h y d e d e h y d r o g e n a s e (A L D H )
d e t o x i f i e s a c e t a l d e h y d e t o a c e t a t e . T h e v a r i a n t a l l e l e A L D H * 2 , w h i c h e n c o d e s a n
i n a c t i v e s u b u n i t o f t h e e n z y m e A L D H 2 , i s d o m i n a n t a n d h i g h l y p r e v a l e n t i n c e r t a i n
e a s t e r n - A s i a n p o p u l a t i o n s (2 8 - 4 5% ), b u t r a r e i n o t h e r e t h n i c g r o u p s . M o s t h o m o z y g o u s
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c a r r i e r s o f t h i s a l l e l e (A L D H 2 * 2 / * 2 ) a r e a b s t a i n e r s o r i n f r e q u e n t d r i n k e r s , m a i n l y
b e c a u s e t h e e n z y m e d e f i c i e n c y c a u s e s s t r o n g f a c i a l f l u s h i n g , p h y s i c a l d i s c o m f o r t a n d
s e v e r e t o x i c r e a c t i o n s . I n h e t e r o z y g o u s c a r r i e r s (A L D H 2 * l / * 2 ) th e s e a c u t e a d v e r s e
e f f e c t s a r e l e s s s e v e r e b u t w h e n t h i s p o p u l a t i o n c o n s u m e s a l c o h o l t h e y a r e a t h i g h e r r i s k
f o r s e v e r e a l c o h o l - r e l a t e d a e r o - d i g e s t i v e c a n c e r s . F o r e x a m p l e , g e n e t i c e p i d e m i o l o g i c a l
s t u d i e s p r o v i d e s t r o n g e v i d e n c e t h a t t h e h e t e r o z y g o u s A L D H 2
* l / * 2 g e n o t y p e c o n t r i b u t e s
s u b s t a n t i a l l y t o t h e d e v e l o p m e n t o f e s o p h a g e a l c a n c e r r e l a t e d t o a l c o h o l c o n s u m p t i o n
w i t h r e l a t i v e r i s k s a s h i g h a s 1 2 f o r h e a v y d r i n k e r s (1 6 ) . E v i d e n c e a l s o s u g g e s t s t h a t t h e
d i s e a s e e f f e c t o f a l c o h o l i s m o d u l a t e d b y p o l y m o r p h i sm s i n g e n e s e n c o d i n g e n z y m e s f o r
e t h a n o l m e t a b o l i s m (a l c o h o l d e h y d r o g e n a s e s (A D H ) a n d c y t o c h r o m e P 4 5 0 2 E 1), f o l a t e
m e t a b o l i s m a n d D N A r e p a i r ( 14 ) .
N u t r i t i o n m a y a l s o p l a y a l a r g e r o l e i n t h e d e v e l o p m e n t o f a l c o h o l - i n d u c e d l i v e r
i n j u r y . N u t r i t i o n a l s t a t u s d e p e n d s o n a c c e s s t o f o o d a n d o th e r c u l t u r a l a n d b e h a v i o r a l
f o o d u t i l i z a t i o n p a t t e r n s . B o t h e x p e r im e n t a l a n d e p i d e m i o l o g i c a l s t u d i e s h a v e
d e m o n s t r a t e d th a t c h r o n i c e t h a n o l i n ge s t i o n c a u s e s d e p l e t i o n o f n u t r i e n t s s u c h a s c h o l i n e ,
f o l a t e a n d m e t h i o n i n e ( 17 ) . T h i s d e p l e t i o n o f n u t r i e n t s i s t h o u g h t t o b e c a u s e d b y
m a l n u t r i t i o n , d e c r e a s e d a b s o r p t i o n o f n u t r i e n t s , a n d t o x i c i n t e r a c t i o n o f e t h a n o l w i t h
n u t r i e n t m e t a b o l i s m ( 17 ) . M o r e o v e r , t h e s y n e r g i s t i c i n t e r a c t i o n b e t w e e n n u t r i t i o n a l
d e fi c i e n c y a n d e th a n o l r e s u l t s i n e x a c e r b a t e d l i v e r i n j u r y ( 18 ) . W i th th i s b e i n g s a i d ,
m a l n u t r i t i o n c a n p l a y a m a j o r r o l e i n t h e p a th o g e n e s i s o f c hr o n i c a l c o h o l e x p o s u r e .
O v e r a l l , t h e l i n e a r d o s e - r e s p o n s e r e l a t i o n s h i p b e tw e e n a l c o h o l i n t a k e a n d r i s k o f
d i s e a s e s h o w s t h a t c o n t r o l o f h e a v y d r i n k i n g r e m a i n s t h e m a i n t a r g e t f o r a l c o h o l - i n d u c e d
d i s e a s e c o n t r o l . Pa t i e n t s w i t h c i r r h o s i s a n d H C C a r e g e n e r a l l y a s y m p t o m a t i c i n t h e e a r l y
s t a g e s o f t h e i r d i s e a s e . F o r t h i s r e a s o n t h e y a r e u s u a l l y d i a g n o s e d a t l a t e s t a g e s o f
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d e v e l o p m e n t w h e r e t h e d i s e a s e i s p r o g r e s s i n g r a p i d l y , i s p o o r l y r e s p o n s i v e t o n o n -
o p e r a t i v e t h e r a p y a n d a l s o h a s a l o w r a t e o f r e s e c t a b i l i t y ; t h e r e f o r e , p r e v e n t i o n i s t h e k e y
t o r e d u c i n g m o r b i d i t y a n d m o r t a l i t y c a u s e d b y c i r r h o s i s a n d H C C ( 19 ) . M o r e o v e r , i n
m a n y c o u n t r i e s , p e o p l e o f l o w i n c o m e o r l o w e du c a t i o n c o n s u m e m o r e a l c o h o l c o m p a r e d
t o t h o s e o f h i gh i n c o m e a n d e d u c a t i o n , w h i c h c o n t r i b u t e s t o s o c i a l i n e q u a l i t i e s i n a l c o h o l -
r e l a t e d d i s e a s e b u r d e n ( 14 ) . T o t a l a b s t i n e n c e o f a l c o h o l , a l t h o u g h o p t i m a l f o r c a n c e r
c o n t r o l
,
m a y n o t b e t h e b e s t s o l u t i o n i n t e r m s o f a p u b l i c h e a l t h p e r s p e c t i v e , e s p e c i a l l y i n
c o u n t r i e s a n d r e g i o n s w i t h h i g h i n c i d e n c e o f c a r d i o v a s c u l a r d i s e a s e .
A l c o h o l Me t a b o l i s m
A l c o h o l i s p r o c e s s e d i n t h e b o d y t h r o u g h v a r i o u s m e t a b o l i c p a t h w a y s , p r o d u c i n g
t o x i c b y p r o d u c t s t h a t c o n t r i b u t e t o c e l l a n d t i s s u e d a m a g e . M o r e o v e r , m e c h a n i s m s o f
e t h a n o l - i n d u c e d l i v e r i n j u r y a n d c a r c i n o g e n e s i s a r e c l o s e l y r e l a t e d t o t h e m e t a b o l i s m o f
e t h a n o l . W h e n a l c o h o l i s i n g e s t e d , i t i s a b s o r b e d d i r e c t l y f r o m t h e s t o m a c h a n d s m a l l
i n t e s t i n e a n d s u b s e q u e n t l y d i s t r i b u t e d t hr o u g h o u t t h e e n t i r e fl u i d s p a c e o f t h e b o d y . A ft e r
e q u i l i b r i u m i s r e a c h e d , a l c o h o l w i l l b e f o u n d i n a l l t i s s u e s o f t h e b o d y i n p r o p o r t i o n t o
t h e i r w a t e r c o n t e n t . B e tw e e n 9 5 - 9 8% o f t h e t o t a l a m o u n t o f a l c o h o l c o n s u m e d i s
m e t a b o l i z e d b y e n z y m a t i c o x i d a t i o n i n t h e l i v e r . T h e r e m a i n i n g 2
- 5 % o f t h e do s e o f
a l c o h o l c o n s u m e d i s e x c r e t e d u n c h a n g e d i n u r i n e , s w e a t , a n d e x p i r e d a i r (2 0 ) .
E th a n o l i s m e t a b o l i z e d t o a c e t a l d e h y d e b y t h r e e m a i n m e c h a n i s m s ; a l c o h o l
d e h y d r o g e n a s e (A D H ), c y t o c h r o m e P 4 5 0 (C Y P ) 2 E 1 , a n d c a t a l a s e . A D H - m e d i a t e d
e th a n o l m e t a b o l i s m i n c y t o s o l m e t a b o l i z e s e t h a n o l t o a c e t a l d e h y d e b y u t i l i z i n g t h e
c o f a c t o r n i c o t i n a m i d e a d e n i n e d i n u c l e o t i d e (o x i d i z e d f o r m , N A D + ) a n d c o n v e r t i n g i t t o a
r e du c e d f o r m
,
k n o w n a s N A D H .
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A ft e r m o d e r a t e a l c o h o l c o n s u m p t i o n , m o s t i n g e s t e d a l c o h o l i s b r o k e n d o w n b y
th e A D H p a th w a y ; h o w e v e r , a ft e r c h r o n i c h e a v y a l c o h o l c o n s u m p t i o n t h e m i c r o s o m a l
e t h a n o l - o x i d i z i n g s y s t e m (M EO S) s y s t e m c a n p l a y a r o l e . T h e p r im a r y c o m p o n e n t o f
M EO S i s c y t o c h r o m e P 4 5 0 , w h i c h e x i s t i n m u l t i p l e f a m i l i e s a n d s u b f a m i l i e s . T h e m o s t
im p o r t a n t s u b f a m i l y f o r a l c o h o l m e t a b o l i s m i s c y t o c h r o m e P 4 5 0 2 E 1 (C Y P 2 E 1) .
E l e c t r o n s a r e t r a n s f e r r e d f r o m n i c o t i n a m i d e a d e n i n e d i n u c l e o t i d e p h o s p h a t e (N A D PH ) t o
C Y P 2 E 1 b y c y t o c h r o m e P 4 5 0 r e du c t a s e . A l c o h o l m e t a b o l i s m b y C Y P2 E 1 g e n e r a t e s
s e v e r a l t y p e s o f h i g h l y r e a c t i v e o x y g e n - c o n t a i n i n g m o l e c u l e s k n o w n a s r e a c t i v e o x y g e n
s p e c i e s (R O S) (2 1) . T h u s , a l c o h o l m e t a b o l i s m t h r o u g h M E O S c a n l e a d t o l i v e r d a m a g e
b o t h b y g e n e r a t i n g R O S a n d b y r e d u c i n g g l u t a t h i o n e l e v e l s ( 2 2) .
C a t a l a s e
,
f o u n d i n p e r o x i s o m e s , h a s a l s o b e e n s h o w n t o p a r t i c i p a t e i n t h e
m e t a b o l i s m o f a l c o h o l . Qu a n t i t a t i v e a s s e s sm e n t s h a v e i n d i c a t e d t h a t t h e a t e t h a n o l
c o n c e n t r a t i o n s r a n g i n g fr o m 0 . 5 t o 3 0 m M t h e p r e d o m i n a n t e t h a n o l o x i d a t i o n p a t h w a y i s
a l c o h o l d e h y d r o g e n a s e - d e p e n d e n t ; h o w e v e r , a t h i gh e r e t h a n o l c o n c e n t r a t i o n s , a
s i g n i fi c a n t p o r t i o n o f t o t a l e t h a n o l m e t a b o l i s m , u p t o 5 0% , i s m e d i a t e d b y c a t a l a s e -
h y d r o g e n p e r o x i d e c o m p l e x (2 3 ) . I t w a s f o u n d t h a t r a t e s o f o x y g e n u p t a k e a ft e r a l c o h o l
o r m e t h a n o l t r e a t m e n t i n v i v o a r e i d e n t i c a l i n i s o l a t e d p e r f u s e d l i v e r , s u p p o r t i n g t h e
s u g g e s t i o n t h a t c a t a l a s e p l a y s a n im p o r t a n t r o l e i n Sw i ft I n c r e a s e o f A l c o h o l M e t a b o l i s m
( SI A M ) (2 4 ) .
M e c h a n i s m s of A l c o h o l - i n d u c e d l i v e r d a m a g e
A l c o h o l i c h e p a t i t i s a n d o t h e r f o r m s o f a l c o h o l i c l i v e r d i s e a s e (A L D ) a r e m a j o r
c o m p l i c a t i o n s o f c hr o n i c e x c e s s i v e e t h a n o l i n t a k e , w h i c h g e n e r a l l y a m o u n t s t o m a n y
y e a r s o f d a i l y a l c o h o l u s e i n e x c e s s o f 10 0 g /d a y . B o t h c l i n i c a l fi n d i n g s a n d a n im a l
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m o d e l s o f a l c o h o l i c h e p a t i t i s h a v e s h o w n th e im p o r ta n c e o f c y t o k in e m e d i a t e d c e l l - c e l l
i n t e r a c t i o n s i n t h e o n s e t o f e t h a n o l - i n d u c e d l i v e r d a m a g e . K u p f f e r c e l l s a c t i v a t e d b y g u t -
d e r i v e d e n d o t o x i n (L P S) m a y p l a y a n im p o r t a n t r o l e i n t h e m e c h a n i s m o f e a r l y a l c o h o l -
i n d u c e d l i v e r i n j u r y (A L I ) (2 5 ) . A c t i v a t i o n o f K u p f f e r c e l l s , w h i c h i s c r i t i c a l f o r
p r o d u c i n g a h y p e r m e t a b o l i c s t a t e (SI A M ) , r e s u l t s f r o m e x p o s u r e t o e n d o t o x i n t h a t
d e r i v e s f r o m th e c e l l w a l l m a t e r i a l o f G r a m - n e g a t i v e b a c t e r i a i n t h e g u t (2 6 ) . E l e v a t e d
l e v e l s o f c i r c u l a t i n g e n d o t o x i n h a v e b e e n d e t e c t e d i n h e a v y d r i n k e r s (2 7) , a s w e l l a s i n
r a t s a ft e r c hr o n i c e t h a n o l a d m i n i s t r a t i o n (2 8 ) . K u p f f e r c e l l s r e s p o n d t o t h e e n d o t o x i n
c h a l l e n g e b y p r o d u c i n g a b a t t e r y o f c y t o k i n e s a n d c h e m o k i n e s , i n c lu d i n g T N F - a ,
i n t e r l e u k i n (I L ) - i p , I L - 6 , a n d p r o s t a g l a n d i n E 2 (2 6 , 2 9 ) . I n a c t i v a t i o n o f K u p f f e r c e l l s
w i t h g a d o l i n i n i m i c h l o r i d e d i m i n i s h e d f r e e r a d i c a l f o r m a t i o n a n d p r e v e n t e d e a r l y A L I
(3 0 ) . F u r t h e r m o r e , i n t e s t i n a l s t e r i l i z a t i o n w i t h a n t i b i o t i c s d im i n i s h e d e n d o t o x i n a n d
m i n im i z e d A L I i n r a t s (3 1) .
E th a n o l a d m i n i s t r a t i o n i n v i v o i s a s s o c i a t e d w i t h t h e f o r m a t i o n o f f r e e r a d i c a l s
du e t o o x i d a n t s t r e s s (3 2 ) . R e a c t i v e o x y g e n s p e c i e s (R O S) a n d r e a c t i v e n i t r o g e n s p e c i e s
(R N S), g e n e r a t e d i n r e s p o n s e t o c y t o k i n e - i n d u c e d s t r e s s s i g n a l s i n p a r e n c h y m a l c e l l s a n d
a l s o b y a c t i v a t i o n o f K u p f f e r c e l l s a n d i n f l a m m a t o r y c e l l s , f i i rt h e r m o b i l i z e c e l l u l a r
d e f e n s e m e c h a n i s m s . C y t o k i n e s a n d c h e m o k in e s r e l e a s e d b y K u p f fe r c e l l s e x e r t a r a n g e
o f a u t o c r i n e a n d p a r a c r i n e e f f e c t s t h a t i n it i a t e d e f e n s e r e s p o n s e s i n t h e l i v e r , b u t a l s o
p r o m o t e i n f i l t r a t i o n o f i n fl a m m a t o r y l e u k o c y t e s a n d a c t i v a t e o x i d a t i v e r e s p o n s e s ,
a c c o m p a n i e d b y a ft i r t h e r r e l e a s e o f c y t o k i n e s a n d d e gr a d a t i v e p r o t e i n s . T h e s e c o m p l e x
c a s c a d e s r e s u l t i n a v i c i o u s c y c l e o f a c u t e c h a l l e n g e s t o l i v e r c e l l s b y o x i d a t i v e s t r e s s a n d
c y t o t o x i c s i g n a l s t h a t c a n o v e r w h e lm c e l l u l a r d e f e n s e m e c h a n i s m s (3 3 ) .
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C y t o c h r o m e P 4 5 0 (C Y P ) 2 E 1 i s i n d u c e d p r e d o m i n a n t l y i n t h e h e p a t o c y t e s b y
e t h a n o l a n d c o u l d a l s o be a s o u r c e o f r e a c t i v e o x y g e n s p e c i e s w h i c h c o u l d l e a d t o l i v e r
i n j u r y (34 ) . A c o r r e l a t i o n h a s b e e n s h o v ra b e tw e e n b l o o d l e v e l s o f a l c o h o l a n d i n d u c t i o n
o f C Y P 2 E 1 a s a l c o h o l c y c l e s i n t h e e n t e r a l m o d e l o f c o n t i n u o u s a l c o h o l a dm i n i s t r a t i o n .
N o t a b l y , t h e l e v e l o f C Y P 2 E 1 c o r r e l a t e s w i t h t h e d e g r e e o f p a t h o l o g y (3 5) . I n h i b i t o r s o f
C Y P 2 E 1 p a r t i a l l y r e d u c e d h e p a t i c p a t h o l o g y c a u s e d b y e n t e r a l e t h an o l f e e d i n g (3 5) .
F a t t y l i v e r a n d a c c u m u l a t i o n o f t r i g l y c e r i d e i n l i v e r w e r e o b s e r v e d i n w i l d - t y p e (C Y P 2 E 1
+ / + ) m i c e b u t n o t i n C Y P 2 E 1- k n o c k o u t (C Y P 2 E 1 - / - ) m i c e . I n t e r e s t i n g l y , t h e
i n t r o d u c t i o n o f C Y P 2 E 1 t o C Y P 2 E 1 k n o c k o u t m i c e v i a a n a d e n o v i r u s r e s t o r e d
m a c r o v e s i c u l a r f a t a c c u m u l a t i o n (3 6) H o w e v e r , K o n o e t a l . s h o w e d t h a t t h e r e w a s n o
d i f f e r e n c e i n p a t h o l o g y b e t w e e n C Y P 2 E 1 w i l d t y p e a n d C Y P 2 E 1 k n o c k o u t m i c e t r e a t e d
w i t h e t h a n o l o v e r 4 w e e k s (2 5 ) . T h i s s u g g e s t s o x i d a n t s f r o m C Y P 2 E 1 p l a y o n l y a s m a l l
r o l e i n m e c h a n i s m o f e a r l y A L I i n m i c e .
A c e t a l d e h y d e , a p r o d u c t o f e t h a n o l m e t a b o l i s m , i s l a b e l e d a s a c a r c i n o g e n i n
a n i m a l s ( 3 7) . A c e t a l d e h y d e m a y b e th e im p o r t a n t c a n c e r - c a u s i n g a g e n t i n t h e u p p e r a n d
l o w e r g a s t r o i n t e s t i n a l t r a c t b e c a u s e a c e t a l d e h y d e c o n c e n t r a t i o n s i n s a l i v a a n d th e l a r g e
i n t e s t i n e a r e h i gh e n o u g h t o e n a b l e i t t o a c t a s a c a r c i n o g e n (3 8) . A c e t a l d e h y d e a l s o
b i n d s t o p r o t e i n s , r e s u l t i n g i n s t r u c t u r a l a n d fu n c t i o n a l a l t e r a t i o n s . A c e t a l d e h y d e
c o n c e n t r a t i o n s i n t h e l i v e r a r e s i gn i f i c a n t l y l o w e r du e t o a n e f f e c t i v e a c e t a l d e h y d e
m e t a b o l i z i n g s y s t e m , t h e r e f o r e o x i d a t i v e s t r e s s a n d o t h e r f a c t o r s m a y b e m o r e im p o r t a n t .
C o n v e r s e l y , a c e t a l d e h y d e h a s b e e n s h o w n t o p l a y a r o l e i n p r e v e n t i n g l i v e r p a t h o l o g y b y
p r e v e n t i n g N F KB a c t i v a t i o n (3 9 ) .
M a l n u t r i t i o n c a n p l a y a r o l e i n a l c o h o l - i n du c e d l i v e r i n j u r y a n d i s a c o m m o n
f i n d i n g i n c h r o n i c a l c o h o l i c s . T h e s e p a t i e n t s a l s o d e m o n s t r a t e f r e qu e n t d e f i c i e n c i e s o f
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f o l a t e , t h i a m i n e , p y r i d o x i n e , a n d v i t a m i n A , w h i c l i e n h a n c e t h e h k e l ih o o d o f a n e m i a ,
a l t e r e d c o g n i t i v e s t a t e s , a n d n i g h t b l i n d n e s s . T h e e t i o l o g i e s o f m a l n u t r i t i o n i n A L D
p a t i e n t s a r e m u l t i p l e a n d i n t e r a c t i v e a n d i n c l u d e a n o r e x i a w ^ i t h i n a d e q u a t e d i e t a r y i n t a k e ,
a b n o r m a l d i g e s t i o n o f m a c r o n u t r i e n t s a n d a b s o r p t i o n o f s e v e r a l m i c r o n u t r i e n t s , i n c r e a s e d
s k e l e t a l a n d v i s c e r a l p r o t e i n c a t a b o l i s m , a n d a b n o r m a l i n t e r a c t i o n s o f e t h a n o l a n d l i p i d
m e t a b o l i s m (4 0) .
T s u k a m o t o - F r e n c h M o de l
T h e e s t a b l i s hm e n t o f a c o n t i n u o u s i n t r a g a s t r i c e n t e r a l f e e d i n g p r o t o c o l i n r o d e n t s
b y T s u k a m o t o a n d F r e n c h w a s a m a j o r d e v e l o p m e n t i n r e s e a r c h i n A L I (4 1) . T h i s m o d e l
o f a l c o h o l i c l i v e r d i s e a s e (A L D ) h a s b e e n u t i l i z e d i n v a r i o u s l a b o r a t o r i e s t o s t u d y v a r i o u s
a s p e c t s o f A L D p a t h o g e n e s i s i n c l u d i n g o x i d a t i v e s t r e s s , c y t o k i n e u p r e g u l a t i o n , h y p o x i c
d a m a g e , a p o p t o s i s , u b i q u i t i n - p r o t e a s o m e p a th w a y a n d C Y P 2 E 1 i n du c t i o n (3 9 ) . T h e
b a s i c v a l u e o f t h e m o d e l i s t h a t i t p r o d u c e s p a t h o l o g i c c h a n g e s w h i c h r e s e m b l e h u m a n
A L D i n c l u d i n g m i c r o v e s i c u l a r a n d m a c r o v e s i c u l a r f a t , m e g a m i t o c h o n d r i a , a p o p t o s i s ,
c e n t r a l l o b u l a r a n d p e r i c e l l u l a r f i b r o s i s , p o r t a l f i b r o s i s , b r i d g i n g f i b r o s i s , c e n t r a l n e c r o s i s ,
a n d m i x e d i n f l a m m a t o r y i n f i l t r a t e i n c l u d i n g p o l y m o r p h o n u c l e a r l e u k o c y t e s (PMN s ) a n d
l y m p h o c y t e s (4 2 ) . T h e m o d e l i s v a l u a b l e b e c a u s e t h e d i e t a n d e t h a n o l i n t a k e a r e t o t a l l y
u n de r t h e c o n t r o l o f t h e i n v e s t i g a t o r . I n a n y c a s e , t h i s m o d e l h a s r e v o l u t i o n i z e d o u r
i m de r s t a n d i n g o f t h e p a t h o g e n e s i s o f a l c o h o l - i n d u c e d l i v e r d i s e a s e .
O n e o f t h e m o s t in t e r e s t i n g p h e n o m e n o n d i s c o v e r e d u s i n g th e T s u k a m o t o - F r e n c h
m o d e l w a s t h e f a c t t h a t c h r o n i c e t h a n o l f e e d i n g a t a c o n s t a n t r a t e c a u s e s a c y c l i c
o s c i l l a t i o n i n t h e b l o o d a n d u r i n e a l c o h o l l e v e l s . A s t e a d y s t a t e c a n b e m a i n t a i n e d w i t h
h i g h o r l o w b l o o d a l c o h o l l e v e l s f o r l o n g p e r i o d s . T h e c y c l i n g o f t h e b l o o d a l c o h o l l e v e l s ,
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w h e n a c o n s t a n t i n f u s i o n r a t e o f a l c o h o l i s m a i n t a i n e d , s im u l a t e s b i n g e d r i n k i n g (3 9 ) .
T h e b l o o d a l c o h o l l e v e l c y c l e (B A L C ) o f t h e i n t r a g a s t ri c t u b e f e e d i n g m o d e l fi r s t
d e s c r i b e d b y T s u k a m o t o e t a l . , h a s t h r e e s e p a r a t e e s s e n t i a l m e c h a n i s t i c c o m p o n e n t s . T h e
f i r s t i s t h e r e q u i r e m e n t f o r a n i n t a c t f u n c t i o n i n g t h y r o i d . T h e e v i d e n c e fo r t h i s i s t h a t
s e v e r a n c e o f t h e p i t u i t a r y s t a l k c o m p l e t e l y p r e v e n t s t h e c y c l e . W h a t h a p p e n s i n s t e a d o f
t h e c y c l e i s t h a t t h e b l o o d a l c o h o l l e v e l r i s e s t o a l e t h a l l e v e l w h e n e t h a n o l i s g i v e n
c o n t i n u o u s l y a t a d o s e o f 1 1 g / k g /d a y b y s t o m a c h t u b e (4 3 ) . W h e n e x c e s s t h y r o i d
h o r m o n e i s g i v e n o r a l l y i t m a r k e d l y a t t e n u a t e s t h e c y c l e b e c a u s e i t i n t e r f e r e s w i t h t h e
c h a n g e s i n t h e l e v e l o f t h y r o i d h o r m o n e d u r i n g t h e c y c l e .
T h e s e c o n d c o m p o n e n t o f B A L C i s n o r e p i n e p hr i n e . C a t e c h o l a m i n e s a r e m a r k e d l y
e l e v a t e d a t t h e p e a k s o f t h e c y c l e . B o t h p r o p r a n o l o l a n d p h e n o x y b e n z a m i n e , w h i c h a r e
b e t a - a n d a l p h a - b l o c k e r s , p r e v e n t t h e c y c l e . A l s o , w h e n c a t e c h o l a m i n e s a r e f e d i n e x c e s s
i n t h e f o r m o f e p h e d r i n e , t h e c y c l e i s e l im i n a t e d (3 9 ) . T h e t h i r d e l e m e n t e s s e n t i a l t o t h e
c y c l e i s t h e g e n e r a t i o n o f N A D t o s u p p o r t t h e o x i da t i o n o f a l c o h o l b y a l c o h o l
d e h y d r o g e n a s e . W h e n c o m p l e x I (N A D H d e h y d r o g e n a s e ) o f t h e m i t o c h o n d r i a l e l e c t r o n
t r a n s p o r t c h a i n i s i n h i b i t e d b y f e e d i n g r o t e n o n e , t h e c y c l e i s t o t a l l y e l im i n a t e d a n d b l o o d
a l c o h o l l e v e l s r e m a i n c o n s t a n t a t 2 0 0 m g / 10 0 m l . T h u s N A D H i n c r e a s e s a n d N A D
d e c r e a s e s a t t h e p e a k o f t h e c y c l e . W i th o u t t h e f lu c t u a t i o n o f N A D , A D H a c t i v i t y c a n n o t
f l u c t u a t e d u r i n g t h e c y c l e a n d t h e c y c l e i s p r e v e n t e d . A t t h e B A L C p e a k s t h e r e i s
i n c r e a s e d l i v e r p a t h o l o g y , e s p e c i a l l y i n f l a m m a t o r y c h a n ge s i n t h e l i v e r a s s o c i a t e d w i t h a n
i n c r e a s e o f i N O S e x p r e s s i o n (3 9 ) . T h e N A D H / N A D r a t i o i s m a r k e d l y i n c r e a s e d a n d A T P
l e v e l s a r e m a r k e d l y d e c r e a s e d a t t h e B A L p e a k s . A l s o , e n d o t o x i n i n t h e b l o o d i s v e r y
h i g h a t t h e p e a k s a n d v e r y l o w a t t h e t r o u g h s .
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Wh e n t h e b l o o d a l c o h o l l e v e l s f a l l d u r i n g t h e c y c l e , t h e r e i s a n i n c r e a s e i n A L T ,
s u g g e s t i n g t h a t r e o x y g e n a t i o n f r o m t h e h y p o x i c s t a t e a t t h e p e a k s c a u s e s a n i s c h e m i c
r e p e r fu s i o n i n j u r y - l i k e l e s i o n i n t h e l i v e r (3 9 ) . T h e s e c o n t r a s t i n g f i n d i n g s a t t h e p e a k s a n d
t r o u gh s i n d i c a t e t h a t t h e b l o o d a l c o h o l l e v e l s , w h i c h f l u c t u a t e u p a n d d o v ra , c h a n g e t h e
g e n e e x p r e s s i o n a n d t h e p a t h o l o g y o f t h e l i v e r . W h e n r a t s a r e f e d e t h a n o l i n t r a g a s t r i c a l l y ,
u r i n e a l c o h o l c o n c e n t r a t i o n s a r e l o w w h e n b o d y t e m p e r a t u r e , o x y g e n c o n s u m p t i o n a n d
c i r c u l a t i n g h o r m o n e s (T 4 ) a r e h i g h (4 3 ) .
M e th i o n i n e Me t a b o l i s m Cy c l e
M e t h i o n i n e i s a n e s s e n t i a l a m i n o a c i d t h a t c a n n o t b e s y n t h e s i z e d b y m a m m a l s a n d
m u s t b e o b t a i n e d t h r o u gh f o o d s o u r c e s (e . g . p l a n t s ) . M a m m a l s c a n n o t s y n t h e s i z e
m e th i o n i n e t h e y c a n s t i l l u t i l i z e i t i n a v a r i e t y o f b i o c h e m i c a l p a t h w a y s . T h e f i r s t s t e p i n
m e th i o n i n e m e t a b o l i s m i s t h e f o r m a t i o n o f S- a d e n o s y lm e t h i o n i n e (SA M ) i n a r e a c t i o n
c a t a l y z e d b y m e t h i o n i n e a d e n o s y l - t r a n s f e r a s e (M A T ) (4 4 , 4 5 ) . U n d e r n o r m a l c o n d i t i o n s ,
m o s t o f t h e SA M g e n e r a t e d i s u s e d i n t r a n s - m e t h y l a t i o n r e a c t i o n s , w h e r e SA M i s
c o n v e r t e d t o SA H b y t r a n s f e r r i n g th e m e t h y l g r o u p t o d iv e r s e b i o l o g i c a l a c c e p t o r s (4 4 ) .
SA H i s t h e n c o n v e r t e d t o h o m o c y s t e i n e a n d a d e n o s i n e i n a r e v e r s i b l e r e a c t i o n c a t a l y z e d
b y SA H h y d r o l a s e (4 4 ) . I n t h e l i v e r , h o m o c y s t e i n e i s m e t a b o l i z e d b y t r a n s - s u l f u r a t i o n
a n d t r a n s - m e t h y l a t i o n p a t h w a y s .
I n t h e t r a n s - s u l fu r a t i o n p a t h w a y , h o m o c y s t e i n e c o n d e n s e s w it h s e r i n e t o f o r m
c y s t a t h i o n i n e i n a r e a c t i o n c a t a l y z e d b y c y s t a t h i o n i n e p- s y n t h a s e , w h i c h r e q u i r e s v i t a m i n
B - 6 (p y r i d o x i n e ) a s a c o f a c t o r . T h e a c t i v i t y o f c y s t a t h i o n i n e P- s y n t h a s e i s a l l o s t e r i c a l l y
r e g u l a t e d b y S A M (4 6 , 4 7 ) . C y s t a t i o n i n e i s t h e n c l e a v e d b y a n o t h e r B - 6 d e p e n d e n t
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e n z y m e , y - c y s t a t h i o n a s e , w h i c h r e s u l t s i n t h e r e l e a s e o f f r e e c y s t e i n e , t h e r a t e - l i m i t i n g
p r e c u r s o r f o r r e d u c e d g l u t a t h i o n e s y n t h e s i s (4 4 , 4 8 ) .
I n t h e t r a n s - m e t h y l a t i o n p a t h w a y s , h o m o c y s t e i n e c a n b e c o n v e r t e d t o m e th i o n i n e
b y tw o s e p a r a t e r e a c t i o n s (4 4 , 4 5 ) . N o r m a l l y , u t i l i z i n g fo l a t e a n d th r o u g h t h e a c t i o n o f
m e t h i o n i n e s y n t h e t a s e (M S ) , a m e t hy l g r o u p i s t r a n s f e r r e d f r o m N 5 -
m e t h y l t e t r a h y d r o f o l a t e (M T H F ) t o v i t a m i n B - 12 t o f o r m m e t h y l - c o b a l a m i n e , w h i c h i n
t u r n t r a n s f e r s t h e m e t h y l g r o u p t o h o m o c y s t e i n e t o p r o du c e m e t h i o n i n e (4 9 ) . W h e n M S
i s c o m p r o m i s e d b y e x p o s u r e t o e t h a n o l a m e t h y l g r o u p i s t r a n s f e r r e d f r o m b e t a i n e t o
h o m o c y s t e i n e t o f r o m m e th i o n i n e i n a r e a c t i o n c a t a l y z e d b y b e t a i n e - h o m o c y s t e i n e
m e t h y l t r a n s f e r a s e (B H M T ) ( 17 , 5 0 , 5 1) . T h e c o n v e r s i o n o f h o m o c y s t e i n e t o m e th i o n i n e
i s a n e s s e n t i a l r e a c t i o n t o c o n s e r v e m e t h i o n i n e
,
d e t o x i fy h o m o c y s t e i n e , a n d p r o d u c e
S A M (4 9 ) .
Me thy l D ef i c i e n c y
E x p e r i m e n t s o f r o d e n t m e t h y l d e f i c i e n c y i n v i v o h a v e s h o w n t h a t s u c h d i e t s l e a d
t o r a p i d f a t a c c i m i u l a t i o n i n t h e l i v e r , i n c r e a s e d l i p i d p e r o x i d a t i o n , n e c r o t i c a n d a p o p t o t i c
c e l l d e a t h , i n c r e a s e d c e l l p r o l i f e r a t i o n , de p l e t i o n o f i n t r a c e l l u l a r m e t h y l g r o u p p o o l s , a n d
h y p o m e th y l a t i o n o f h e p a t i c D N A (52 - 5 4 ) . A ft e r n i n e w e e k s o f m e th y l d e f i c i e n t d i e t ,
l e v e l s o f h e p a t i c SA M i n r a t s w e r e d e c r e a s e d b y 7 0% (52 ) . E x p o s u r e o f a n im a l s t o
m e t h y l - d e fi c i e n t d i e t f o r l o n g e r p e r i o d s d i d n o t l e a d t o f u r t h e r r e d u c t i o n o f l i v e r SA M
c o n t e n t . (5 2 ) . O n t h e o t h e r h a n d , m e t h y l - d e fi c i e n t d i e t d i d n o t c h a n g e SA H l e v e l s i n r a t
l i v e r . (5 2) . M e t h y l - a d e q u a t e d i e t h a s t h e a b i l it y t o r e s t o r e l i v e r SA M l e v e l s i n r a t s f e d
m e th y l - d e fi c i e n t d i e t f o r l o n g p e r i o d s o f t im e ; h o w e v e r , r e - f e e d i n g t h e m e th y l - a d e q u a t e
d i e t r e s t o r e d D N A m e th y l a t i o n t o n o r m a l l e v e l o n l y i n t h e g r o u p t h a t h a d b e e n f e d
2 2
m e t h y l - d e f i c i e n t d i e t f o r 9 w e e k s ; i n a n im a l s e x p o s e d t o m e th y l d e p r i v a t i o n f o r l o n g e r
p e r i o d s o f t i m e , t h e m e t h y l - a d e q u a t e d i e t f a i l e d t o r e v e r s e t h e h y p o m e t h y l a t i o n o f D N A ,
w h i c h h a s b e e n a s s o c i a t e d w i t h i n c r e a s e d r i s k f o r t u m o r i g e n e s i s (5 2) .
R o l e of SA M i n a l c o h o l - i n d u c e d l i v e r i n j u r y
SA M , a m e t a b o l i t e o f m e th i o n i n e , i s a n im p o r t a n t m o l e c u l e t h a t i s r e q u i r e d f o r
m a n y v i t a l f u n c t i o n s a n d s u r v i v a l o f c e l l s i n t h e b o d y . I t i s t h e p r i n c i p a l b i o l o g i c a l
m e t h y l d o n o r r e q u i r e d f o r m e th y l a t i o n o f D N A , R N A , b i o g e n i c a m i n e s , p h o s p h o l i p i d s ,
h i s t o n e s , a n d o t h e r p r o t e i n s (4 9 ) . I t i s a p r e c u r s o r f o r t h e s y n t h e s i s o f p o l y a m i n e s , w h i c h
a r e r e q u i r e d f o r c e l l p r o l i f e r a t i o n a n d t h e m a i n t e n a n c e o f c e l l v i a b i l i t y . I n t h e l i v e r , SA M
p a r t i c i p a t e s i n t h e s y n t h e s i s o f G SH , a m aj o r e n d o g e n o u s a n t i o x i d a n t t h a t p r o t e c t s c e l l s
a g a i n s t t o x i n s l i k e f r e e r a d i c a l s (5 5 ) . SA M s y n t h e s i s a n d m e t a b o l i s m t a k e p l a c e
p r e d o m i n a n t l y i n t h e l i v e r . U p t o 8 5% o f a l l m e th y l a t i o n r e a c t i o n a n d a s m u c h a s 4 8% o f
m e th i o n i n e m e t a b o l i s m o c c u r i n t h e l i v e r (5 6 ) . S A M d e f i c i e n c y c a n im p a i r m a n y v i t a l
f u n c t i o n s i n t h e l i v e r
,
w h i c h r e n d e r i t s u s c e p t i b l e t o i n j u r y b y t o x i c a g e n t s s u c h a s a l c o h o l
(4 9) .
B o th a n im a l a n d h u m a n s t u d i e s s u g g e s t a r e l a t i o n sh i p b e t w e e n e t h a n o l
c o n s u m p t i o n a n d h e p a t i c SA M d ep l e t i o n . C h r o n i c e t h a n o l a d m i n i s t r a t i o n d e p l e t e d
h e p a t i c c o n c e n t r a t i o n s o f S A M i n r a t s (5 7 - 5 9) , m i c e (6 0) , b a b o o n s (6 1) a n d m i c r o p i g s
(5 0 ) . R e d u c e d h e p a t i c SA M c o n c e n t r a t i o n s h a v e a l s o b e e n r e p o r t e d i n a l c o h o l i c h e p a t i t i s
p a t i e n t s (62 ) . H e p a t i c SA M d e p l e t i o n b y c h r o n i c e t h a n o l a d m i n i s t r a t i o n i s a s s o c i a t e d
w i t h l i v e r i n j u r y o f v a r i a b l e m a g n i t u d e : f a t t y l i v e r i n r a t s ( 57 ), f a t t y l i v e r , i n f l a m m a t i o n ,
a n d f i b r o s i s i n b a b o o n s (6 1 ) , f a t t y l i v e r a n d i n f l a m m a t i o n i n m i c r o p i g s (6 3 ) a n d h e p a t i t i s
i n h u m a n s (6 2 ) . T h e e f f e c t o f S A M d e p l e t i o n i s w e l l c h a r a c t e r i z e d i n m e t h i o n in e
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a d e n o s y l - t r a n s f e r a s e (M A T ) l A k n o c k o u t m i c e , w h i c h h a v e m a r k e dl y e l e v a t e d s e r u m
m e th i o n i n e c o n c e n t r a t i o n s a n d r e d u c e d h e p a t i c SA M a n d G SH c o n c e n t r a t i o n s (6 4 ) . A t
t h r e e m o n t h s
,
M A T ! A k n o c k o u t m i c e d e v e l o p h e p a t i c h y p e r p l a s i a a n d a r e m o r e p r o n e t o
d e v e l o p f a t t y l i v e r d u e t o a c h o l i n e d e f i c i e n t d i e t . A t e i g ht m o n t h s o f a g e , t h e s e m i c e
s p o n t a n e o u s l y d e v e l o p N A SH (6 5) a n d b y 18 m o n t h s t h e m a j o r i t y o f t h e kn o c k o u t m i c e
d e v e l o p h e p a t o c e l l u l a r c a r c i n o m a e v e n w h e n c o n s u m i n g a n o r m a l d i e t (6 6 ) .
S e v e r a l m e c h a n i s m s h a v e b e e n p r o p o s e d f o r SA M d e p l e t i o n i n c l u d i n g
i n a c t i v a t i o n o f M A T , e x c e s s i v e c o n s u m p t i o n o f SA M b y l i v e r , a n d i n h i b i t i o n o f
e n d o g e n o u s m e t h i o n i n e s y n t h e s i s d u e t o i m p a i r e d h o m o c y s t e i n e m e th y l a t i o n .
I n a c t i v a t i o n o f M A T im p a i r s t h e m e t a b o l i s m o f m e t h i o n i n e t o S A M , l e a d i n g t o SA M
d e p l e t i o n a s s e e n i n M A T l A k n o c k o u t m i c e (6 5 ) . C hr o n i c a l c o h o l e x p o s u r e m a y
d e c r e a s e h e p a t i c SA M c o n c e n t r a t i o n s b y i n a c t i v a t i n g M A T . T h e a c t i v i t y o f M A T w a s
s i gn i f i c a n t l y r e du c e d i n l i v e r b i o p s y f r o m a l c o h o l i c a n d n o n - a l c o h o l i c c i r r h o t i c p a t i e n t s
(6 7, 6 8) . T h i s e f f e c t c o u l d b e p a r t l y d u e t o a d e c r e a s e d e x p r e s s i o n o f M A T . R e c e n t d a t a
i n d i c a t e a 5 0% d e c r e a s e i n t h e e x p r e s s i o n o f M A T l A (l i v e r s p e c i f i c ) i n l i v e r s a m p l e
o b t a i n e d f r o m a l c o h o l i c h e p a t i t i s p a t i e n t s a n d f r o m e t h a n o l - f e d m i c r o p i g s (6 2 , 6 9 ) .
M A T l A e x p r e s s i o n i s d im i n i s h e d i n e n d - s t a g e c i r r h o t i c p a t i e n t s i n d e p e n d e n t o f e t i o l o g y
o f d i s e a s e (7 0 ) .
E t h a n o l m e t a b o l i s m i s k n o w n t o ge n e r a t e fr e e r a d i c a l s , b o t h r e a c t i v e o x y g e n
s p e c i e s a n d r e a c t i v e n it r o g e n s p e c i e s , w h i c h m a y i n a c t i v a t e h e p a t i c M A T t h r o u g h t h e
o x i d a t i o n o r n i t r o s y l a t i o n o f a c r i t i c a l c y s t e i n e r e s i du e a t p o s i t i o n 12 1 (4 5 , 4 9 ) . E t h a n o l
m a y d e p l e t e h e p a t i c SA M c o n c e n t r a t i o n s b y i n c r e a s e d SA M c o n s u m p t i o n . T h i s w a s
a p p a r e n t i n a r a t s t u d y i n w h i c h c h r o n i c a l c o h o l a d m i n i s t r a t i o n d e c r e a s e d h e p a t i c SA M
a n d g l u t a t h i o n e c o n c e n t r a t i o n s w i t h o u t a f f e c t i n g MA T a c t i v i t y (7 1) . T h i s s u g ge s t s t h a t
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t h e u t i l i z a t i o n o f SA M i s i n c r e a s e d a s t h e p r e c u r s o r f o r t h e s y n t h e s i s o f G S H t o
c o u n t e r a c t a l c o h o l i n d u c e d o x i d a t i v e s t r e s s (4 9 ) .
T h e f a c t t h a t S A M i s a k e y fa c t o r f o r a m u l t i t u d e o f m e t a b o l i c r e a c t i o n s c o u p l e d
w i t h t h e f a c t t h a t c h r o n i c e t h a n o l c o n s u m p t i o n c a n d e p l e t e it s h e p a t i c c o n c e n t r a t i o n s i n
a s s o c i a t i o n w i t h l i v e r i n j u r y h a s p r o m p t e d m a n y i n v e s t i g a t o r s t o e v a l u a t e i t s r o l e i n t h e
a t t e n u a t i o n o f A L L SA M a dm i n i s t r a t i o n a t t e n u a t e d a l c o h o l - i n d u c e d s t e a t o s i s a n d
r e s t o r e d h e p a t i c G S H c o n c e n t r a t i o n s i n r a t s (7 2 ) . I n m i c e , SA M t r e a t m e n t s i g n i f i c a n t l y
a t t e n u a t e d s t e a t o s i s , n e c r o s i s , a n d s e r u m A L T l e v e l s (6 0) . I n b a b o o n s , SA M a t t e n u a t e d
A L I b y r e p a i r i n g m i t o c h o n d r i a l i n j u r y , w h i c h t h e r e b y r e s t o r e d p l a s m a G S H
c o n c e n t r a t i o n s a n d d e c r e a s e d p l a s m a A ST c o n c e n t r a t i o n s (6 1) .
T h e th e r a p e u t i c p o t e n t i a l o f SA M w a s t e s t e d i n a 2 4 - m o n t h r a n d o m i z e d , p l a c e b o -
c o n t r o l l e d
,
d o u b l e - b l i n d
,
m u l t i - c e n t e r c l i n i c a l t r a i l i n p a t i e n t s w i t h a l c o h o l i c c i r r h o s i s i n
Sp a i n . SA M t r e a t m e n t im p r o v e d s u r v i v a l o r d e l a y e d th e n e e d f o r l i v e r t r a n s p l a n t a t i o n i n
p a t i e n t s w i t h a l c o h o l i c l i v e r c i r r h o s i s , e s p e c i a l l y i n t h o s e w i t h l e s s a d v a n c e d l i v e r d i s e a s e
(7 3) . I n c r e a s e d c o n c e n t r a t i o n s o f G S H m a y h a v e p l a y e d a r o l e i n t h e b e n e f i c i a l e f f e c t o f
SA M i n th e l a t t e r s t u d y b e c a u s e i n a s u b s e q u e n t s t u d y h e p a t i c G S H c o n c e n t r a t i o n s w e r e
s i g n i f i c a n t l y e l e v a t e d i n A L D p a t i e n t s a ft e r o r a l a d m i n i s t r a t i o n o f 1. 2 g SA M /d a y f o r 6
m o n t h s (7 4 ) . H o w e v e r , a r e c e n t c l i n i c a l m e t a - a n a l y s i s c o u l d n o t f i n d e v i d e n c e t o s u p p o r t
o r r e f u t e t h e e f f i c a c y o f SA M i n th e t r e a t m e n t o f p a t i e n t s w i t h A L D (7 5 ) . I t i s im p o r t a n t
t o n o t e t h a t SA M h a s a l s o b e e n s h o w n t o a t t e n u a t e n o n - a l c o h o l i c i n d u c e d l i v e r i n j u r y . I n
r a t s
,
SA M t r e a t m e n t a t t e n u a t e d C CU- i n d u c e d l i v e r f i b r o s i s b y r e s t o r i n g h e p a t i c M A T
a c t i v i t y a n d g l u t a t h i o n e c o n c e n t r a t i o n s a n d b y r e d u c i n g l i p i d p e r o x i d a t i o n (7 6 ) . I n
a c e t a m i n o p h e n - t r e a t e d m i c e , SA M s i g n i f i c a n t l y a t t e n u a t e d l i v e r i n j u r y b y p r e v e n t i n g
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d e c r e a s e s i n l i v e r a n d b l o o d SA M c o n c e n t r a t i o n s a n d b y a t t e n u a t i n g b o t h c y t o s o l i c a n d
m i t o c h o n d r i a l g l u t a t h i o n e d e p l e t i o n a n d m i t o c h o n d r i a l d y s f u n c t i o n (7 7 ) .
SA M m a y p r o v i de p r o t e c t i o n a g a i n l i v e r i n j u r y b y t h e f o l l o w i n g m e c h a n i s m s :
a t t e n u a t i o n o x i d a t i v e s t r e s s b y r e s t o r i n g g l u t a t h i o n e c o n c e n t r a t i o n s , a t t e n u a t i o n o f
i n fl a m m a t i o n , p r e v e n t i o n o f a p o p t o s i s o f h e p a t o c y t e s a n d / o r i n d u c t i o n o f a p o p t o s i s o f
l i v e r t u m o r c e l l s . O x i d a t i v e s t r e s s p l a y s a m a j o r r o l e i n t h e d e v e l o p m e n t o f a l c o h o l i c
l i v e r i n j u r y . T h i s c a n o c c u r b e c a u s e o f e x c e s s a c c u m u l a t i o n o f f r e e r a d i c a l s , d e l a y e d
e l im i n a t i o n o f f r e e r a d i c a l s o r a c o m b i n a t i o n o f t h e t w o (4 9 ) . F r e e r a d i c a l s a r e a t o m i c o r
m o l e c u l a r s p e c i e s w i t h u n p a i r e d e l e c t r o n s . G S H i s c a p a b l e o f a t t e n u a t i n g o x i d a t i v e s t r e s s
b y s c a v e n g i n g f r e e r a d i c a l s s u c h a s s u p e r o x i d e (O 2 - ) a n d h y dr o x y l r a d i c a l s (- 0 H ) . O n e
w a y t o a t t e n u a t e a l c o h o l i c l i v e r i n j u r y i s t o i n c r e a s e h e p a t i c c o n c e n t r a t i o n s o f g l u t a t h i o n e .
S A M a dm i n i s t r a t i o n r e s t o r e d h e p a t i c c o n c e n t r a t i o n s o f g l u t a t h i o n e d e p l e t e d b y
a l c o h o l i n r o d e n t s a n d p a t i e n t s a f f e c t e d w i t h A L D a n d n o n - A L D (60 , 74 ) . I t i s a l s o
i m p o r t a n t t o n o t e t h a t SA M c a n r e s t o r e h e p a t i c m i t o c h o n d r i a l g l u t a t h i o n e c o n c e n t r a t i o n
w h i c h i s e s s e n t i a l f o r t h e m a i n t e n a n c e o f m i t o c h o n dr i a l f u n c t i o n a n d p r o t e c t i o n f r o m f r e e
r a d i c a l d a m a g e ( 7 8) . C y t o k i n e s p l a n a n im p o r t a n t r o l e i n b o t h t h e i n i t i a t i o n a n d th e
a t t e n u a t i o n o f A L L SA M m a y a t t e n u a t e i n fl a m m a t i o n a n d t h e r e f o r e A L D , b y d o w n -
r e g u l a t i n g t u m o r n e c r o s i s f a c t o r - a (T N F - a ) , a p r o - i n fl a mm a t o r y c y t o k i n e , a n d u p -
r e g u l a t i n g i n t e r l e u k i n - 10 (I L - 10 ) , a n a n t i - i n fl a m m a t o r y c y t o k i n e (7 9 , 8 0 ) . A p o p t o s i s i s a
f o r m o f p r o g r a mm e d c e l l d e a t h . So m e r e s e a r c h h a s a l s o s h o w n t h a t S A M h a s th e a b i l i t y
t o p r e v e n t a p o p t o s i s o f h e p a t o c y t e s . SA M a n d i t s m e t a b o l i t e , M T A , p r o t e c t e d r a t
h e p a t o c y t e s f r o m o k a d a i c a c i d - i n d u c e d a p o p t o s i s i n a d o s e - d e p e n d e n t m a n n e r .
M o r e o v e r , SA M h a s b e e n s h o w n t o i n d u c e a p o p t o s i s i n l i v e r c a n c e r c e l l l i n e s (8 1) . I n
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o t h e r w o r d s , SA M h a s t h e a b i l it y t o i n h i b i t a p o p t o s i s o f n o r m a l c e l l s y e t s t im u l a t e
a p o p t o s i s o f l i v e r c a n c e r c e l l s .
R o l e of f o l a t e i n a l c o h o l i c l i v e r d i s e a s e
F o l a t e i s a w a t e r - s o l u b l e v i t a m i n t h a t p l a y s a n i n t e g r a l r o l e i n m e t h i o n i n e
m e t a b o l i s m a n d h e l p s m a i n t a i n n o r m a l c o n c e n t r a t i o n s o f h o m o c y s t e i n e , m e th i o n i n e , a n d
SA M . F o l a t e d e f i c i e n c y c a n i m p a i r m e t h i o n i n e m e t a b o l i s m , l e a d i n g t o i n c r e a s e d l e v e l s
o f h o m o c y s t e i n e a n d d e p l e t i o n o f m e t h i o n i n e a n d S A M (4 0 ) . D e c r e a s e d s e r u m f o l a t e
c o n c e n t r a t i o n s h a v e b e e n r e p o r t e d i n t h e m a j o r i t y o f c hr o n i c a l c o h o l i c s w h o c o n s u m e
m o r e t h a n 80 g o f e t h a n o l p e r d a y (8 2 ) . T h e p o s s i b l e c a u s e s o f f o l a t e d e p l e t i o n i n
a l c o h o l i c s i n c l u d e d i e t l a c k i n g i n f o la t e - r i c h f o o d s (8 2 ) , m a l a b s o r p t i o n i n t h e i n t e s t i n e
(8 3 ), d e c r e a s e d l i v e r u p t a k e (8 4 ) , a n d i n c r e a s e d u r i n a r y e x c r e t i o n o f f o l i c a c i d (8 5 ) .
I n c r e a s i n g e v i d e n c e s u g g e s t s t h a t h o m o c y s t e i n e i s i n v o l v e d i n t h e p a t h o g e n e s i s o f
a l c o h o l i c l i v e r i n j u r y (8 6) . F o l a t e i s r e q u i r e d f o r m e t a b o l i s m o f h o m o c y s t e i n e , a n d
t h e r e f o r e i t s de f i c i e n c y c a n l e a d t o e l e v a t i o n s o f s e r u m h o m o c y s t e i n e c o n c e n t r a t i o n s . I n
a d d i t i o n t o d e p l e t i n g f o l a t e c o n c e n t r a t i o n s , c hr o n i c e t h a n o l e x p o s u r e d e c r e a s e s t h e
a c t i v i t y o f m e t h i o n i n e s y n t h a s e (M S) w h i c h i s r e q u i r e d t o c a t a l y z e t h e t r a n s f e r o f t h e
m e t hy l g r o u p f r o m fo l a t e t o h o m o c y s t e i n e i n o r d e r t o f o r m m e t h i o n i n e (5 0 ) . T h e r e f o r e ,
c h r o n i c e t h a n o l e x p o s u r e h a s t h e a b i l i t y t o e l e v a t e p l a s m a c o n c e n t r a t i o n s o f
h o m o c y s t e i n e b y a f f e c t i n g b o th f o l a t e c o n c e n t r a t i o n s a n d M S a c t i v i t y . St u d i e s i n t h e
m i c r o p i g m o de l h a v e s h o w n t h a t t h e o n s e t o f A L D i s a c c e l e r a t e d i n t h e p r e s e n c e o f f o l a t e
d e f i c i e n c y , w h i c h a l s o a m p l i f i e s t h e e f f e c t o f c h r o n i c e t h a n o l e x p o s u r e o n a l t e r e d
m e th i o n i n e m e t a b o l i s m (8 7 ) . Si n c e t h e A m e r i c a n d i e t i s f o l i c a c i d (s y n t h e t i c f o l a t e )
f o r t i fi e d
,
c h r o n i c e x p o s u r e t o e t h a n o l m a y n o t d e p l e t e h e p a t i c f o l a t e t o a n e x t e n t
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s u f fi c i e n t t o i m p a i r l i o m o c y s t e i n e m e t a b o l i s m , a l t i i o u g h e t h a n o l m a y s t i l l i m p a i r
h o m o c y s t e i n e m e t a b o l i s m b y i n h i b i t i n g t h e a c t i v i t y o f M S ((8 8 ) . F o l a t e d e f i c i e n c y a l o n e
d o e s n o t l e a d t o l i v e r i n j u r y , b u t i t c a n e x a c e r b a t e o r p o s s i b l y p r o m o t e t h e d e v e l o p m e n t o f
A L D . I t i s n o t k n o w n i f e x o g e n o u s f o l a t e a d m i n i s t r a t i o n c a n a t t e n u a t e A L D .
R o l e of b e t a i n e i n a l c o h o l i c l i v e r d i s e a s e
D i e t a r y b e t a i n e c a n b e a b s o r b e d f r o m th e i n t e s t i n e a n d t r a n s p o r t e d t o t h e l i v e r .
B e t a i n e h a s t h e a b i l i t y , i n t h e l i v e r , t o t r a n s f e r i t s o n e m e th y l g r o u p t o h o m o c y s t e i n e i n
o r d e r t o f o r m m e th i o n i n e . F o r t h i s r e a s o n
,
o n e c a n e x p e c t d e c r e a s e d c o n c e n t r a t i o n s o f
h o m o c y s t e i n e a n d i n c r e a s e d c o n c e n t r a t i o n s o f m e th i o n i n e , i n h e r e n t l y l e a d i n g t o a n
e l e v a t i o n i n t h e S A M : SA H r a t i o . I n t e r e s t i n g l y , t h e SA M : S A H r a t i o c a n t r i g g e r a c a s c a d e
t h a t r e s t o r e s p h o s p h a t i d y l e t h a n o l a m i n e m e t h y l t r a n s f e r a s e (P EM T ) a c t i v i t y , e l e v a t e s
p h o s p h a t i d y l c h o l i n e (P C) c o n c e n t r a t i o n s , a n d n o r m a l i z e s V L D L (v e r y l o w d e n s i t y
l i p o p r o t e i n s ) w h i c h i s r e q u i r e d f o r t h e e x p o r t o f l i v e r t r i a c y l g l y c e r o l (8 9 ) . T h e c a s c a d e
e s s e n t i a l l y l e a d s t o a t t e n u a t i o n o f f a t t y l i v e r .
T h e i n t r a g a s t r i c e t h a n o l - f e d m o d e l o f a l c o h o l i c l i v e r i n j u r y w a s u s e d t o f i t r t h e r
u n d e r s t a n d th e r o l e o f b e t a i n e i n t h e t r e a t m e n t o f A L D . B e t a i n e f e e d i n g a t t e n u a t e d t h e
p a t h o l o g i c f e a t u r e s o f A L I (f a t t y l i v e r , n e c r o i n fl a m m a t i o n a n d a p o p t o s i s ) a n d a l s o
d e c r e a s e d p l a s m a A L T c o n c e n t r a t i o n s (9 0 ) . T h e s e f e a t u r e s w e r e a s s o c i a t e d w it h
a t t e n u a t e d p l a s m a h o m o c y s t e i n e c o n c e n t r a t i o n s , i n c r e a s e d h e p a t i c SA H c o n c e n t r a t i o n s ,
a n in c r e a s e i n SA M c o n c e n t r a t i o n , a n d s e v e r a l f o l d i n c r e a s e d S A M : SA H r a t i o s . I n
a d d i t i o n , b e t a i n e a t t e n u a t e d t h e a l c o h o l - i n du c e d e n d o p l a s m i c r e t i c u l t i m (E R ) s t r e s s
r e s p o n s e w h i c h w a s s h o w n b y t h e d o w n - r e g u l a t i o n o f p r o a p o p t o t i c g e n e G A D D 15 3 a n d
o f l i p o g e n i c t r a n s c r i p t i o n f a c t o r SR E B B - 1 (9 0) . T o b e t t e r u n d e r s t a n d t h e r o l e o f b e t a i n e
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a s a t r e a tm e n t f o r f i b r o s i s
,
r a t s w e r e u s e d i n a m o d e l t h a t a dm i n i s t e r e d e t h a n o l a n d c a r b o n
t e t r a c h l o r i d e (C C I4 ) i n o r d e r t o i n du c e f i b r o s i s . B e t a i n e t r e a t m e n t i n t h i s m o d e l p r e v e n t e d
l i v e r f i b r o s i s
,
a t t e n u a t e d l i p i d p e r o x i d a t i o n , a n d d e c r e a s e d p l a s m a A L T l e v e l s (9 1 ) .
R o l e of z i n c i n a l c o h o l i c l i v e r d i s e a s e
D e c r e a s e d c o n c e n t r a t i o n o f z i n c i n t h e l i v e r i s o n e o f t h e m o s t c o n s i s t e n t
o b s e r v a t i o n s i n a l c o h o l i c p a t i e n t s a n d a n im a l m o d e l s o f a l c o h o l i c l i v e r i n j u r y T h e
c o n s e q u e n c e o f z i n c d e p l e t i o n h a s n o t b e e n w e l l u n d e r s t o o d , a l t h o u g h i t h a s b e e n
s u g g e s t e d t h a t z i n c d e f i c i e n c y c o n t r i b u t e s t o t h e p a th o g e n e s i s o f l i v e r d i s e a s e (9 2 ) .
D u r i n g c h r o n i c e t h a n o l e x p o s u r e , b o t h z i n c a n d m e t a l l o t h i o n e i n , a m e t a l - b i n d i n g p r o t e i n
i m p o r t a n t i n z i n c h o m e o s t a s i s , w e r e f o u n d t o b e s i g n i f i c a n t l y r e d u c e d ; h o w e v e r , d i e t a r y
z i n c s u p p l e m e n t a t i o n h a s b e e n s h o w n t o s i g n i f i c a n t l y i n c r e a s e m e t a l l o t h i o n e i n
c o n c e n t r a t i o n s i n l i v e r s e x p o s u r e t o a l c o h o l (9 3 , 9 4 ) . Z i n c s u p p l e m e n t a t i o n a t t e n u a t e d
e t h a n o l - i n d u c e d l i v e r p a t h o l o g y , s e r u m A L T a n d h e p a t i c T N F - a i n m e t a l l o t h i o n e i n -
k n o c k o u t a n d w i l d - t y p e 12 9 / Sv m i c e , i n d i c a t i n g a m e t a l l o t h i o n e i n - i n d e p e n d e n t p a t h w a y
o f p r o t e c t i o n (9 5 ) . Z i n c s u p p l e m e n t a t i o n s u p p r e s s e d e t h a n o l - e l e v a t e d c y t o c hr o m e P 4 5 0
2 E 1 a c t i v i t y b u t i n c r e a s e d t h e a c t i v i t y o f a l c o h o l d e h y d r o g e n a s e , w i t h o u t a f f e c t i n g t h e
r a t e o f b l o o d e t h a n o l e l i m i n a t i o n . Z i n c s u p p l e m e n t a t i o n a l s o p r e v e n t e d e t h a n o l - i n d u c e d
d e c r e a s e s i n gl u t a t h i o n e c o n c e n t r a t i o n (9 6) .
C h o o s i n g t h e e x p e r im e n t a l d i e t
M e th y l s u p p l e m e n t s i n c r e a s e t h e l e v e l o f D N A m e th y l a t i o n i n t h e a g o u t i m o u s e
a n d c h a n g e t h e p h e n o t y p e o f o f f s p r i n g i n t h e h e a l t h y , l o n g e r - l i v e d d i r e c t i o n (9 7 ) . T h i s
s h o w s t h a t m e t h y l s u p p l e m e n t s h a v e s t r o n g e f f e c t s o n D N A m e th y l a t i o n a n d p h e n o t y p e
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a n d a r e l i k e l y t o a f f e c t l o n g - t e r m h e a l t h . T h e m e t h y l g r o u p s o f 5 - m e t h y l d e o x y c y t i d i n e
(5 - M C ) a r e e i t h e r s y n t h e s i z e d d e n o v o i n o n e - c a r b o n m e t a b o l i s m o r a r e s u p p l i e d
p r e f o r m e d i n t h e d i e t . T h e s e p r o c e s s e s r e l y o n e s s e n t i a l d i e t a r y f o l a t e s (f o r o n e - c a r b o n
m e t a b o l i s m ) , d i e t a r y m e t h i o n i n e o r d i e t a r y /e n d o g e n o u s b e t a i n e a n d c h o l i n e (p r e f o r m e d
m e t h y l g r o u p s ) (9 7) . M o r e o v e r , m e t h i o n i n e , z i n c , a n d v i t a m i n B - 12 (c o b a l a m i n ) a r e a l l
d i e t a r y e s s e n t i a l s a n d a r e u s e d a s i n t e r m e d i a t e s a n d e n z y m a t i c c o f a c t o r s t o t r a n s p o r t a n d
t r a n s f e r m e t h y l g r o u p s i n m e th y l m e t a b o l i s m (9 8) . M e th y l - s u p p l e m e n t e d d i e t s w e r e
d e s i g n e d t o p r o v i d e s u b s t a n t i a l l y i n c r e a s e d a m o u n t s o f c o fa c t o r s a n d m e t h y l d o n o r f o r
o p t i m u m m e th y l m e t a b o l i s m (9 8 ) .
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I n t r o d u c t i o n
A l c o h o l i c l i v e r d i s e a s e i s c h a r a c t e r i z e d b y f a t t y l i v e r , s t e a t o h e p a t i t i s , f i b r o s i s ,
c i r r h o s i s a n d p o t e n t i a l l y h e p a t o c e l l u l a r c a r c i n o m a . S e v e r a l m e c h a n i s m s h a v e b e e n
p r o p o s e d f o r t h e p a t h o g e n e s i s o f a l c o h o l i c l i v e r d i s e a s e (A L D ) i n c l u d i n g a c e t a l d e h y d e
t o x i c i t y , o x i d a t i v e s t r e s s , e n d o t o x i n s , c y t o k i n e s , c h e m o k i n e s , a c o m p r o m i s e d i n m i u n e
s y s t e m a n d n u t r i t i o n a l d e f i c i e n c i e s (4 9 ) . I n c r e a s i n g e v i d e n c e s u g g e s t s t h a t a l t e r e d
m e th i o n i n e - f o l a t e m e t a b o l i s m c a n a l s o c o n t r i b u t e t o t h e d e v e l o p m e n t o f A L D (8 7 , 9 9) .
C h r o n i c e t h a n o l e x p o s u r e h a s b e e n s h o w n t o d e c r e a s e h e p a t i c c o n c e n t r a t i o n s o f S-
a d e n o s y lm e t h i o n i n e (S A M ), a p r o d u c t o f m e t h i o n i n e m e t a b o l i s m (5 7 , 6 0 , 6 1 ) . C h r o n i c
a l c o h o l e x p o s u r e h a s a l s o b e e n s h o w n t o i n c r e a s e p l a s m a c o n c e n t r a t i o n s o f h o m o c y s t e i n e
(9 0 , 10 0 , 1 0 1) , i n c r e a s e h e p a t i c c o n c e n t r a t i o n s o f S - a d e n o s y l h o m o c y s t e i n e (S A H ) ( 17 ,
5 0
,
10 2 ) , a n d d e c r e a s e p l a s m a c o n c e n t r a t i o n s o f f o l a t e i n a n im a l s a n d h u m a n s ( 10 3 ) .
E x o g e n o u s SA M a dm i n i s t r a t i o n h a s b e e n s h o w n t o a t t e n u a t e l i v e r i n j u r y i n a n im a l s (6 0 ,
6 1
,
7 2 ) . I m p o r t a n t l y , S A M h a s a l s o b e e n u s e d t o im p r o v e s u r v i v a l o r d e l a y t h e n e e d f o r
t r a n s p l a n t a t i o n i n p a t i e n t s w i t h a l c o h o l i c l i v e r c i r r h o s i s (7 3 ) .
B e t a i n e
,
a m e t a b o l i t e o f c h o l i n e a n d a n im p o r t a n t f a c t o r i n m e t h i o n i n e
m e t a b o l i s m
,
h a s a l s o b e e n s h o w n t o a t t e n u a t e a l c o h o l i c l i v e r i n j u r y b y i n c r e a s i n g t h e
c o n c e n t r a t i o n s o f h e p a t i c SA M a n d d e c r e a s i n g h o m o c y s t e i n e a n d S A H i n a n im a l s t u d i e s .
(5 1, 9 0 , 10 2 , 10 4 ) . S A M a n d b e t a i n e s u p p l e m e n t a t i o n i n t h e c h r o n i c e t h a n o l m o d e l h a v e
b e e n s h o v ra t o i n c r e a s e SA M c o n c e n t r a t i o n s a n d th e SA M : SA H r a t i o
,
w h i c h h a s a l s o
b e e n s h o w n t o p l a y a r o l e i n t h e r e g u l a t i o n o f c e l l u l a r g l u t a t h i o n e (G S H ) w h i c h i s v i t a l t o
c e l l u l a r a n t i o x i d a n t d e f e n s e (7 2 , 9 0) . U n d e r s t a n d i n g th e r o l e o f SA M , fo l a t e a n d b e t a i n e
i n m i t i g a t i n g a l c o h o l i c l i v e r i n j u r y m a y h e l p t o d e v e l o p e f f e c t i v e a n d s a f e t h e r a p i e s f o r
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a l c o h o l - i n d u c e d l i v e r i n j u r y (A L I ) a n d n o n - A L I . B y u t i l i z i n g a n a r r a y o f m e t h y l d o n o r s
a n d c o - f a c t o r s i n c l u d i n g m e t h i o n i n e , c h o l i n e , b e t a i n e , f o l a t e , v i t a m in B 12 , a n d z i n c , w e
h a v e d e s i gn e d a m o d e l s y s t e m t h a t p e r m i t s s u f f i c i e n t m e th i o n i n e - f o l a t e m e t a b o l i s m
d u r i n g c h r o n i c a l c o h o l a d m i n i s t r a t i o n a n d t h e r e f o r e p r e v e n t s a l c o h o l - i n d u c e d l i v e r i n j u r y .
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C H A P T E R 3
M a t e r i a l s a n d M e t h o d s
A n im a l s
M a l e C 57 B L / 6 J m i c e (2 2 - 2 6 g b o dy w e i g h t , 8 w e e k s o l d ) w e r e o b t a i n e d f r o m J a c k s o n
L a b o r a t o ri e s (B a r H a r b o r , M E , U S A ) . A l l a n i m a l s w e r e h o u s e d i n p a t h o g e n - fr e e b a r r i e r
f a c i l i t i e s a c c r e d i t e d b y th e A A A L A C , a n d p r o c e d u r e s u s e d w e r e a p p r o v e d b y t h e l o c a l
l A C U C .
D i e t s
A n i m a l s w e r e r a n d o m l y d i v i d e d i n t o t w o g r o u p s a n d w e r e f e d e i t h e r s t a n d a r d I s o p r o
R MH 3 0 0 0 r o d e n t d i e t (L a b D i e t , R i c hm o n d , IN ) o r m e th y l s u p p l e m e n t e d p e l l e t d i e t -
T D . 0 13 10 - C u s t o m R o d e n t D i e t 7 0 1 7
,
3M S
,
Z M (H a ri a n - T e k l a d , M a d i s o n ,W I ) f o r 1
w e e k p r i o r t o s u r g e r y . T h e m e t h y l p e l l e t d i e t w a s d e s i g n e d t o p r o v i d e s u b s t a n t i a l l y
i n c r e a s e d a m o u n t s o f c o f a c t o r s a n d m e t h y l d o n o r s ( 10 5 ) . A b a s i c h i g h f a t l i q u i d d i e t
(H F D ) w a s p r e p a r e d a c c o r d i n g t o T h o m p s o n a n d R e i t z ( 10 6 ) a s d e s c r i b e d p r e v i o u s l y a n d
s u p p l e m e n t e d w i t h l i p o t r o p e s a s d e s c r i b e d b y M o r im o t o e t a l . ( 10 7 ) . C o n t r o l H F D ( 1 . 3
k c a l / m l ) c o n t a i n e d c o m o i l a s f a t (3 7 % o f t o t a l c a l o r i e s ) , p r o t e i n (2 3% ) , c a r b o h y d r a t e
(4 0%)) , p l u s v i t a m i n s a n d m i n e r a l s . I s o c a l o r i c e t h a n o l d i e t w a s p r e p a r e d b y r e p l a c i n g
m a lt o s e - d e x t r i n w i t h e t h a n o l ( 10 8 ) . M e t h y l d o n o r e n r i c h e d h i g h f a t d i e t (M D H FD ) w a s
p r e p a r e d b y f o r t i f y i n g b a s i c H F D (m e n t i o n e d a b o v e ) w i t h 15 g / k g b e t a i n e , 15 g / k g
c h o l i n e c h l o r i d e , 1 5 m g / k g f o l i c a c i d , 7 . 5 g /k g L - m e th i o n i n e , 0 . 1 5 m g/ k g v i t a m i n B 12
a n d 6 6 0 m g /k g z i n c s u l f a t e , w h i c h i s t h e s a m e m e t h y l d o n o r a n d c o f a c t o r r e g i m e n f o u n d
i n t h e 3M S
,
Z M p e l l e t d i e t (R e f e r t o T a b l e 1) .
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S u r g e r y
T h e s u r g i c a l p r o c e d u r e s u s e d h e r e w e r e s i m i l a r t o m e t h o d s d e s c r i b e d p r e v i o u s l y b y
T s u k a m o t o a n d F r e n c h f o r r a t s (4 1) , w i t h m o d i fi c a t i o n s t o a c c o m m o d a t e t h e s m a l l e r s i z e
o f m i c e ( 10 8 ) . B r i e f l y , m i c e w e r e a n e s t h e t i z e d b y i n j e c t i o n o f p e n t o b a r b i t a l s o d i vi m
(A b b o t t L a b o r a t o r i e s , N o r t h C h i c a g o , I L ) . A P E 9 0 p o l y e t h y l e n e t u b e (B e c t o n D i c k i n s o n ,
Sp a r k s , M D ) w a s p l a c e d i n t h e s q u a m o u s a r e a o f t h e s t o m a c h , a n c h o r e d t o t h e s t o m a c h
w a l l w i t h 7 - 0 p o l y p r o p y l e n e s u t u r e s (E t h i c o n ) a n d D a c r o n f e l t , a n d fi x e d t o t h e
a b d o m i n a l w a l l . T h e t u b e w a s t h e n t u n n e l e d s u b c u t a n e o u s l y t o t h e d o r s a l a s p e c t o f t h e
n e c k u s i n g a n In s y t e A u t o g u a r d s h i e l d e d c a t h e t e r (B e c t o n D i c k i n s o n , Sa n d y , U T ) . A ft e r
0 . 1 m L o f am p i c i l l i n w a s a p p l i e d t o t h e a b d o m i n a l c a v i t y , t h e a b d o m i n a l w a l l w a s c l o s e d
u s i n g 4 - 0 s i l k (E th i c o n ) a n d th e a b d o m i n a l s k i n w a s c l o s e d u s i n g 7m m s t a i n l e s s s t e e l
w o u n d c l i p s (C e l l P o i n t Sc i e n t i fi c I n c . , G a it h e r s b u r g , M D ) . T h e t u b e w a s p a s s e d th r o u gh
d o r s a l m u s c l e u s i n g a 2 0 G 1 1 /2 n e e d l e (B e c t o n D i c k i n s o n , F r a n k l i n L a k e s , N J) a n d t h e
t u b e w a s a n c h o r e d t o t h e d o r s a l m u s c l e u s i n g 5 - 0 p r o l e n e (E t h i c o n ) . A s m a l l p i e c e o f
D a c r o n f e l t w a s t hr e a d e d d o w n t h e t u b e a n d r e s t e d o n t h e d o r s a l m u s c l e . A ft e r 0 . 1 m L o f
am p i c i l l i n w a s a d m i n i s t e r e d t o t h e o p e n w o u n d , t h e c e r v i c a l - d o r s a l s k i n w a s c l o s e d u s i n g
4 - 0 s i l k . A n e m p t y 1 m L s y r i n g e w a s t h r e a d e d o v e r t h e t u b e t o k e e p th e m o u s e f r o m
b i t i n g t h e t u b e . T h e f e e d i n g t u b e w a s a t t a c h e d t o a n i n f u s i o n p u m p i n o r d e r t o
c o n t i n u o u s l y d e l i v e r t h e l i q u i d d i e t . M i c e h a d c o m p l e t e m o b i l i t y i n s i d e t h e m e t a b o l i c
c a g e . G e n t a m i c i n (0 . 12 5m L ) w a s a dm i n i s t e r e d s u b c u t a n e o u s l y t w o t im e s p e r d a y f o r
t h r e e d a y s p o s t - s u r g i c a l l y .
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E x p e r i m e n t a l p r o t o c o l
A ft e r s u r g e r y , a n im a l s w e r e p l a c e d i n i n d i v i d u a l m e t a b o l i c c a g e s . A l l a n im a l s h a d fr e e
a c c e s s t o w a t e r . A n im a l s i n t h e H F D g r o u p s h a d fr e e a c c e s s t o I s o p r o RM H 3 0 0 0 p e l l e t
d i e t ; w h e r e a s , a n im a l s in t h e M D H F D g r o u p s h a d fr e e a c c e s s t o SM S , Z M p e l l e t d i e t .
L i q u i d d i e t s w e r e i n i t i a t e d o n e w e e k a ft e r s u r g e r y t o a l l o w ft ) r ft i U r e c o v e r y . T h e l i q u i d
d i e t w a s f e d c o n t i n u o u s l y a t t h e r a t e o f 9 - 1 1 m l /d a y t o a c h i e v e w e i g h t ga i n . B e h a v i o r
w a s a s s e s s e d u s i n g a 0 t o 3 s c o r i n g s y s t e m (0 , n o r m a l ; 1, s l u g g i s h m o v e m e n t ; 2 , l o s s
m o v e m e n t b u t s t i l l m o v i n g i f s t i m u l a t e d ; 3 , l o s s o f c o n s c i o u s n e s s ) . B a s e d o n t h e s c o r e ,
a l c o h o l a dm i n i s t r a t i o n w a s t h e n a dj u s t e d c a r e f u l l y t o p r e v e n t o v e r d o s i n g . E t h a n o l
i n i t i a l l y w a s d e l i v e r e d a t 1 7 . 3 g / k g p e r d a y a n d w a s i n c r e a s e d 1. 3 g / k g p e r 2 d a y s u n t i l
d a y 8 . T h e d o s e w a s 2 2 . 3 g /k g p e r d a y f r o m d a y s 9 t o 12 ; 2 3 . 3 g / k g p e r d a y f r o m d a y s 13
t o 2 0 ; 2 4 . 2 g /k g p e r d a y f r o m d a y s 2 1 t o 2 4 ; 2 5 . 6 g /k g p e r d a y f r o m d a y s 2 5 t o 2 6 ; a n d a
fi n a l d o s e o f 2 7 g /k g p e r d a y o n d a y s 2 7 a n d 2 8 . M i c e w e r e s a c r i fi c e d a ft e r 4 w e e k s o f
t r e a t m e n t a n d b l o o d s a m p l e s w e r e c o l l e c t e d v i a t h e i n f e r i o r v e n a c a v a a t n e c r o p s y . B l o o d
w a s c e n t r i ft a g e d a n d s e r u m w a s c o l l e c t e d i n m i c r o t u b e s a n d s t o r e d a t - 8 0
° C . L i v e r s w e r e
e x c i s e d a n d w e i g h e d a n d t i s s u e s a m p l e s w e r e d i v i d e d ; s o m e w e r e f o r m a l i n - fi x e d ,
e m b e d d e d i n p a r a f fi n , c u t i n 5 ^ m s e c t i o n s , a n d s t a i n e d h e m a t o x y l i n a n d e o s i n (H & E ) t o
a c c e s s s t e a t o s i s
,
i n fl a m m a t i o n
,
a n d n e c r o s i s ; o t h e r s w e r e s n a p f r o z e n i n l i q u i d n i t r o g e n
a n d s t o r e d a t - 8 0 ° C .
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P a t h o l o g i c a l e v a l u a ti o n
H & E s l i d e s w e r e s c o r e d b y a s i n g l e p a t h o l o g i s t i n a b l i n d e d m a n n e r a s d e s c r i b e d b y
N a n j i e t a l (2 8 ) a s f o l l o w s : s t e a t o s i s (t h e p e r c e n t a g e o f l i v e r s e l l s c o n t a i n i n g f a t ) : < 2 5 %
= 1+ , < 5 0 % = 2 + , < 7 5 % = 3 + , > 7 5 %
= 4 + ; i n f l a m m a t i o n a n d n e c r o s i s : 1 f o c u s p e r l o w -
p o w e r fi e l d
= 1+
,
2 o r m o r e f o c i - 2 + .
C l i n i c a l C h e m i s t r y
C o n c e n t r a t i o n s o f e t h a n o l i n u r i n e a r e r e p r e s e n t a t i v e o f b l o o d a l c o h o l l e v e l s ( 1 0 9 ) . M i c e
w e r e h o u s e d i n m e t a b o l i c c a g e s t h a t s e p a r a t e d u r i n e f r o m f e c e s a n d u r i n e s a m p l e s w e r e
c o l l e c t e d o v e r 2 4 h i n v i a l s c o n t a i n i n g m i n e r a l o i l t o p r e v e n t e v a p o r a t i o n . E a c h d a y a t
0 9 0 0 h
,
u r i n e c o l l e c t i o n v i a l s w e r e c h a n g e d a n d a 1 m l s a m p l e o f u r i n e w a s s t o r e d a t -
2 0 ° C u n t i l i t c o u l d b e a s s a y e d f o r e t h a n o l c o n c e n t r a t i o n . E t h a n o l l e v e l s i n u r i n e , d i l u t e d
1: 2 0 w i th d i s t i l l e d w a t e r
,
w e r e d e t e r m i n e d d a i l y b y m e a s u r i n g a b s o r b a n c e a t 3 6 6 n m
r e s u lt i n g f r o m t h e r e d u c t i o n o f N A D
" *"
b y a l c o h o l d e h y d r o g e n a s e ( 1 10 ) . S e r u m a l c o h o l
c o n c e n t r a t i o n s (B A C ) a t s a c r i fi c e w e r e d e t e r m i n e d b y d i l u t i n g s e r u m 1 : 2 0 u s in g d i s t i l l e d
w a t e r a n d m e a s u r i n g a b s o r b a n c e a t 3 6 6 n m r e s u l t i n g f r o m t h e r e d u c t i o n o f N A D
^
b y
a l c o h o l d e h y d r o g e n a s e ( 1 10 ) T o d e t e r m i n e l i v e r a l c o h o l c o n c e n t r a t i o n , 2 5 m g o f
e x t r a c t e d l i v e r t i s s u e w a s h o m o g e n i z e d i n 6 0 0 |j , 1 P B S a n d c e n t r i f u g e d f o r 5 m i n a t 13 . 2
r p m . L i v e r a l c o h o l c o n c e n t r a t i o n w a s d e t e r m i n e d u s i n g s u p e r n a t a n t o f l i v e r h o m o ge n a t e ,
d i l u t e d 1 : 1 w i th d i s t i l l e d w a t e r
,
b y t h e p r e v i o u s l y m e n t i o n e d a l c o h o l d e t e r m i n a t i o n
m e t h o d . P r o t e i n c o n c e n t r a t i o n o f l i v e r h o m o g e n a t e w a s d e t e r m i n e d b y u s i n g t h e B C A
P r o t e i n a s s a y k i t (P i e r c e R o c k f o r d , I L ) . Se r u m a l a n i n e t r a n s a m i n a s e (A L T ) l e v e l s , a
l i v e r - s p e c i fi c s u r r o ga t e m a r k e r o f l i v e r i n j u r y , w e r e d e t e r m i n e d w i th T h e r m o Sc i e n t i f i c
I n fi n i t y A L T L i q u i d s t a b l e r e a g e n t (P r o d u c t # T R 7 1 12 1 ) u s i n g th e r a t e s o f c h a n g e i n
3 6
a b s o r b a n c e a t 3 4 0 n m a t 3 7 ° C a n d t h e m o l a r e x t i n c t i o n c o e f f i c i e n t f o r N A D H t o c a l c u l a t e
a c t i v i t i e s .
A dm i n i s t r a ti o n o f B r d U
B r d U
,
5 - b r o m o - 2 ' - d e o x y i i r i d i n e , i s o ft e n u s e d a s a m a r k e r o f c e l l p r o l i f e r a t i o n . A B r d U
s t o c k s o l u t i o n
,
10 m g / m l , w a s p r e p a r e d a n d B r dU s t o c k s o l u t i o n w a s a d m i n i s t e r e d o n
d a y s 2 5 th r o u g h 2 8 b y a d d i n g 0 . 0 2 m l / g o f l i q u i d d i e t .
I m m u n o h i s t o c h e m i c a l D e t e c ti o n of 5 - b r o m o - 2
'
- d e o x y u r i d i n e (B r d U)
F o r m a l i n - f i x e d
, p a r a f f i n - e m b e d d e d l i v e r s e c t i o n s (6 \x w l ) w e r e m o u n t e d o n g l a s s s l i d e s .
Se c t i o n s w e r e d e p a r a f f i n i z e d i n x y l e n e , r e h y d r a t e d i n a s e r i e s o f g r a d e d a l c o h o l
c o n c e n t r a t i o n s , a n d p l a c e d i n PB S w i t h 1% T w e e n 2 0 . I m m u n o s t a i n i n g w a s p e r f o r m e d
u s i n g D A K O E n V i s i o n Sy s t e m H RP (D a k o C y t o m a t i o n , C a r p i n t e r i a , C A ) w i t h p r im a r y
M o n o c l o n a l a n t i b o d y B r d U (D A K O , c l o n e B u 2 0 a ) d i l u t e d i n P B S c o n t a i n i n g 1% b o v i n e
s e r u m a l b u m i n a n d i n c u b a t e d o v e r n i gh t a t 4
° C . S l i d e s w e r e c o u n t e r s t a i n e d w i t h
h e m a t o x y l i n . I n o r d e r t o e n s u r e t h e q u a n t i t a t i v e m e a s u r e m e n t o f e a c h im m u n o r e a c t i o n ,
a l l s e c t i o n s fr o m e a c h a n im a l a n d g r o u p t o b e c o m p a r e d w e r e p r o c e s s e d i n p a r a l l e l .
Q u a n t i t a t i v e a n a l y s i s o f im m u n o s t a i n e d l i v e r s e c t i o n s w a s p e r f o rm e d b y a v e r a g i n g
p e r c e n t p o s i t i v e l y s t a i n e d n u c l e i t o t o t a l n u c l e i w i t h i n 10 r a n d o m f i e l d s a t 2 0 0 x .
A D H a c t i v i ty
T h e A D H a c t i v i t y a s s a y w a s m o d i f i e d f r o m a m e t h o d d e s c r i b e d b y K a t h y C r o w ( 11 1 ) .
L i v e r e x t r a c t s w e r e h o m o g e n i z e d i n 10 v o l u m e s o f 0 . 0 5M H E PE S p H 8 . 4 a n d 0 . 3 3m M
d i th i o t hr e i t o l . Sa m p l e s w e r e c e n t r i f u g e d a t m a x s p e e d ( 13 , 6 0 0 x g) f o r 3 0 m i n u t e s a t 4
° C
a n d 0 . 0 2 m l o f s u p e r n a t a n t w a s a d d e d t o a n a s s a y m i x t u r e c o n t a i n i n g 0 . 1 m l I M T r i s
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B a s e (p H 7 . 2 ) , 0 . 0 2 m l o f 2 8 m M N A D + , 0 . 0 1m l o f O. I M e th a n o l , a n d 0 . 0 5m l D I w a t e r
a n d w a s i n c u b a t e d a t 3 7 ° C a n d t h e l i n e a r d e c l i n e i n O D a t 3 4 0 n m w a s d e t e r m i n e d f o r 6 -
10 m i n . E n z y m e a c t i v i t y w a s c a l c u l a t e d b a s e d o n c h a n g e i n O D / m g p r o t e i n / m i n u s i n g
a n e x t i n c t i o n c o e f f i c i e n t o f 6 . 2 2 i^ m o l / m l / 0 . 5 c m . P r o t e i n c o n c e n t r a t i o n o f s u p e r n a t a n t
w a s d e t e r m i n e d b y u s i n g t h e B C A P r o t e i n a s s a y k i t (P i e r c e R o c k f o r d , I L ) .
C YP 2 E 1 A c t i v i ty
T o o b t a i n S9 s u p e r n a t a n t f r a c t i o n , l i v e r s a m p l e s w e r e h o m o g e n i z e d i n l Om M T r i s , 0 . 2 5
M s u c r o s e , 1 m M E D T A a n d th e n s p u n f o r 2 0 m i n u t e s a t 10 , 0 0 0 x g a t 4
° C . S 9 s a m p l e s
w e r e s t o r e d a t - 80 ° C
,
t h a w e d o n i c e b e f o r e u s e a n d k e p t o n i c e a t a l l t im e s . A c t i v i t y o f
C Y P 2 E 1 i n S9 f r a c t i o n s w a s a s s a y e d b y m e a s u r i n g th e h y d r o x y l a t i o n o f / ' - n i t r o p h e n o l t o
p
- n i t r o c a t e c h o l (P N P ) ( 1 12 ) .
C a t a l a s e A c t i v i ty
C a t a l a s e a c t i v i t y w a s m e a s u r e d u s i n g C a y m e n c a t a l a s e a s s a y k i t (P r o d u c t # 7 0 7 0 0 2 )
(C a ym e n Ch e m i c a l C o m p a n y , A rm A r b o r , M I ) . S t o m a c h s a m p l e s f o r s t o m a c h c a t a l a s e
a c t i v i t y w a s d i l u t e d 1 :5 0 u s i n g a s s a y b u f f e r , w h e r e a s , l i v e r s a m p l e s f o r l i v e r c a t a l a s e
a c t i v i t y w a s d i l u t e d 1: 2 0 0 0 u s i n g a s s a y b u f f e r .
A c y l C o A Ox i d a s e A c t i v i ty
A c y l C o A o x i d a s e i s a p e r o x i s o m a l e n z y m e w h i c h g e n e r a t e s H 2O 2 . Im p o r t a n t l y , c a t a l a s e
u t i l i z e s H 2O 2 t o m e t a b o l i z e a l c o h o l t o a c e t a l d e h y d e . Pe r o x i s o m a l o x i d a t i o n o f p a lm i t a t e
w a s u s e d t o e s t im a t e a c y l C o A o x i d a s e a c t i v i t y . L i v e r s a m p l e s (~ 10 0 \i g ) w e r e
h o m o g e n i z e d i n 10 v o l u m e s o f i c e c o l d 5 0m M T r i s - H C l a n d 0 . 2 5 M s u c r o s e , p H 7 . 2 .
H o m o ge n a t e s w e r e t h e n f r o z e n o v e r n i gh t a t - 80
° C . H o m o g e n a t e s w e r e t h a w e d a n d t h e n
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c e n t r i f u g e d a t 1 3 , 6 0 0 x g f o r 3 0 m i n a t 4
°
C t o o b t a i n s u p e r n a t a n t . S u p e r n a t a n t w a s
i n c u b a t e d a t 37 ° C w i th a r e a c t i o n m i x t u r e c o n t a i n i n g (i n m g ) 13 . 9 p a lm i t a t e , 3 54 C o A ,
6 8 . 9 A T P
,
2 0 . 4 M g C b , 6 6 . 7 N A D
^
, 4 5 f a t t y a c i d f r e e a l b u m i n , 3 6 . 8 s e m i c a r b a z i d e ,
3 7 0 T r i s b a s e , 30 7 T r i s H C l , a n d 2 0 1 n i a c i n a m i d e , a n d 2 0 0 ^i l m e t h a n o l , 5 0 m l D I w a t e r
a n d 5 |j , 1T r i t o n X - 1 0 0 i n o r d e r t o g e n e r a t e f o r m a l d e h y d e f r o m m e t h a n o l . F o r m a l d e h y d e
c o n c e n t r a t i o n w a s d e t e r m i n e d u s i n g N A S H r e a g e n t (5 g a m m o n i u m a c e t a t e , 4 0 |j 1 a c e t y l
a c e t o n e
,
a n d 10 m l D I w a t e r ) a t a b s o r b a n c e 4 0 5 rm i (e = 6 . 5 8 ) ( 1 13 ) . U n d e r t h e s e
c o n d i t i o n s
,
f o r m a l d e h y d e c o n c e n t r a t i o n i s e q u i v a l e n t t o H 2 O 2 c o n c e n t r a t i o n .
D e t e r m i n a ti o n o f A m i n o t h i o l s
T h e d e t e r m i n a t i o n o f g l u t a t h i o n e [ r e d u c e d ] (G SH ) , g l u t a t h i o n e [o x i d i z e d ] (G SSG ),
c y s t e i n e , c y s t e i n y l g l y c i n e (C y s - G l y ) , a n d g l u t a m i n e c y s t e i n e (G l u - C y s ) c o n t e n t i n l i v e r
t i s s u e e x t r a c t s w a s p e r f o r m e d b y H P L C u s i n g c o u l o m e t r i c e l e c t r o c h e m i c a l d e t e c t i o n a s
p r e v i o u s l y d e s c r i b e d ( 1 14 ) .
S t a ti s ti c s
O n e - w a y A N O V A f o l l o w e d b y a T u k e y
'
s p o s t
- h o c t e s t w a s u s e d f o r t h e d e t e r m i n a t i o n o f
s t a t i s t i c a l s i gn i f i c a n c e a s ap p r o p r i a t e . F o r c o m p a r i s o n o f p a t h o l o g i c a l s c o r e s , t h e M a n n -
W h i t n e y t / r a n k s u m t e s t w a s u s e d . D a t a a r e p r e s e n t e d a s m e a n ± SEM . A j o < 0 . 0 5 w a s
s e l e c t e d b e f o r e t h e s t u d y a s t h e l e v e l o f s i g n i f i c a n c e .
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R e s u l t s
B o dy w e i g h t g a i n
St e a d y w e i gh t g a i n s w e r e o b t a i n e d d u r i n g 4 w e e k s o f c o n t i n u o u s e n t e r a l f e e d i n g o f h i gh
f a t a n d m e t h y l e n r i c h e d h i g h f a t l i q u i d d i e t s , w i t h o r w i t h o u t e t h a n o l , i n d i c a t i n g a d e q u a t e
n u t r i t i o n . T h e r e w e r e n o s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s i n w e i g h t g a i n a m o n g t h e gr o u p s s t u d i e d .
M e a n d a i ly UA C
U r i n e a l c o h o l c o n c e n t r a t i o n s (U A C ) w e r e m o n i t o r e d t o i n d e x t h e d e g r e e o f i n t o x i c a t i o n .
A s r e p o r t e d p r e v i o u s l y i n s t u d i e s w it h C 5 7B L / 6 J m i c e ( 10 8) a n d r a t s ( 1 1 5) , u r i n e e t h a n o l
l e v e l s fl u c t u a t e d i n t h e m i c e f e d e n t e r a l e t h a n o l d i e t . M i c e f e d H F D c o n t a i n i n g e t h a n o l
h a d t y p i c a l U A C c y c l e p a t t e rn s (3 0 t o 5 5 0 m g / d l ); w h e r e a s U A C c y c l e s i n t h e m i c e f e d
M D H F D c o n t a i n i n g e t h a n o l w e r e s e v e r e l y b l u n t e d ( 10 t o 3 5 0 m g / d l ) (F i g . l A ) . T h e
c y c l i c p a t t e r n o b s e r v e d i s a p h e n o m e n o n s h o w n t o b e c a u s e d b y h o r m o n e s f r o m th e
h y p o t h a l a m i c - p i t u i t a r y - t h y r o i d a x i s (4 3) . M e a n d a i l y U A C f o r m i c e f e d M D H F D
c o n t a i n i n g e t h a n o l w a s s i g n i f i c a n t l y l o w e r , 1 2 3 ± 17 m g /d l , t h a n m i c e f e d H F D
c o n t a i n i n g e t h a n o l , 2 2 5 ± 3 4 m g / d l , e v e n t h o u g h b o th g r o u p s w e r e a d m i n i s t e r e d d i e t s
w i t h a n a l o g o u s e t h a n o l c o n c e n t r a t i o n s (Se e F i g u r e I B a n d T a b l e 2 ) .
P a t h o l o g i c a l e v a l u a t i o n
F i g u r e 2 s h o w s r e p r e s e n t a t i v e p h o t o m i c r o g r a p h s o f l i v e r s f r o m m i c e fe d H F D c o n t r o l a n d
e t h a n o l a n d M D H F D c o n t r o l a n d e th a n o l a ft e r 4 w e e k s o f e n t e r a l f e e d i n g . F i g u r e 2 a l s o
s h o w s a p h o t o m i c r o g r a p h r e p r e s e n t i n g n a i v e l i v e r . Th e r e w a s n o s t e a t o s i s s e e n i n e i t h e r
c o n t r o l g r o u p (F i g . 4 , A a n d C a n d T a b l e 2 ) . M o d e r a t e f a t t y a c c u m u l a t i o n w a s o b s e r v e d
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i n m i c e f e d H F D c o n t a i n i n g e t h a n o l w i t h a t y p i c a l p a t t e r n o f m a s s i v e l a r g e d r o p l e t s o f
f a t ; w h e r e a s , m i c e f e d M D H FD c o n t a i n i n g e t h a n o l h a d s i g n i f i c a n t l y l e s s s t e a t o s i s (F i g . 4 ,
B a n d D a n d T a b l e 2 ) . I n f l a m m a t i o n w a s o b s e r v e d i n a l l t r e a t m e n t g r o u p s a n d a l s o i n
n a i v e a n i m a l s . N e c r o s i s w a s s e e n i n b o t h c o n t r o l a n d e t h a n o l H F D g r o u p s ; w h e r e a s , n o
n e c r o s i s w a s o b s e r v e d i n e i t h e r c o n t r o l o r e t h a n o l M D H F D g r o u p s (T a b l e 2 ) . M i c e f e d
H F D c o n t a i n in g e t h a n o l h a d a t o t a l p a t h o l o g y s c o r e o f 5 . 6 ± 0 5 w h i c h w a s s i g n i fi c a n t l y
h i g h e r t h a n a l l o t h e r g r o u p s (F i g . 2 F a n d T a b l e 2 ) .
S e r u m t r a n s a m i n a s e
S e r u m A L T l e v e l s w e r e 16 ± 4 U / L a ft e r 4 w e e k s i n m i c e H F D (T a b l e 2 ) . F o u r w e e k s o f
e n t e r a l e t h a n o l t r e a tm e n t s i g n i f i c a n t l y i n c r e a s e d s e r u m A L T i n m i c e fe d H FD c o n t a i n i n g
e t h a n o l (7 6 ± 2 6 U / L ) c o m p a r e d t o H F D c o n t r o l a n im a l s . A lt h o u g h n o t s t a t i s t i c a l l y
s i g n i fi c a n t u s i n g o u r c o n s e r v a t i v e p a r a m e t e r s , s e r u m A L T l e v e l s w e r e g r e a t l y r e d u c e d i n
m i c e f e d M D H FD c o n t a i n i n g e t h a n o l (2 8 ± 7 U /L ) a s c o m p a r e d t o m i c e f e d H F D
c o n t a i n i n g e t h a n o l .
B A C
,
L A C & UA C a t s a c r if i c e
B l o o d a l c o h o l c o n c e n t r a t i o n (B A C) a t s a c r i f i c e w a s s i g n i f i c a n t l y i n c r e a s e d i n m i c e f e d
H FD c o n t a i n i n g e t h a n o l ( 19 4 ± 6 1 m g /d l ) c o m p a r e d t o m i c e f e d H F D c o n t r o l (2 4 ± 5
m g /d l ) . B A C a t s a c r i f i c e i n m i c e fe d M D H F D c o n t a i n i n g e t h a n o l (2 3 9 ± 3 6 m g/ d l ) w a s
s i gn i f i c a n t l y d i f f e r e n t c o m p a r e d t o m i c e f e d M D H F D c o n t r o l (3 0 ± 5 ) . A t s a c r i f i c e , t h e r e
w a s n o d i f f e r e n c e i n B A C l e v e l s b e t w e e n m i c e f e d H F D c o n t a i n i n g e t h a n o l a n d th o s e f e d
M D H FD c o n t a i n i n g e t h a n o l (T a b l e 2 ) . T h e r e w e r e n o di f f e r e n c e s i n l i v e r a l c o h o l
c o n c e n t r a t i o n (L A C ) a t s a c r i fi c e b e t w e e n t h e tw o e t h a n o l t r e a t e d g r o u p s ; H FD c o n t a i n i n g
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e t h a n o l (2 2 ± 5 |i g E t O H / ^ g p r o t e i n ) a n d M D H F D c o n t a i n i n g e t h a n o l ( 1 7 ± 2 \i g E t O H /
jx g p r o t e i n ) (T a b l e 2 ) . A t s a c r i f i c e , u r i n e a l c o h o l c o n c e n t r a t i o n s (U A C ) w e r e
s i g n i f i c a n t l y e l e v a t e d i n m i c e f e d H F D c o n t a i n i n g e t h a n o l (3 3 8 ± 10 2 m g /d l ) c o m p a r e d
t o H F D c o n t r o l (2 3 ± 2 m g /d l ) . A l t h o u gh n o t s i g n i f i c a n t , U A C l e v e l s a t s a c r i f i c e w e r e
e l e v a t e d i n m i c e f e d M D H F D c o n t a i n i n g e t h a n o l ( 17 5 ± 4 4 m g/ d l ) c o m p a r e d t o M D H F D
c o n t r o l (2 0 ± 8 m g/ d l ) .
L i v e r : b o dy w e i g h t r a t i o s
F o u r w e e k s o f e n t e r a l e t h a n o l t r e a tm e n t s i g n i f i c a n t l y i n c r e a s e d l i v e r : b o d y w e i g h t r a t i o s
i n m i c e f e d H F D c o n t a i n i n g e t h a n o l (8 . 6 ± 0 . 4 % ) c o m p a r e d t o m i c e f e d H FD c o n t r o l
(6 . 8 ± 0 . 5 % ), M D H F D c o n t r o l (6 . 1 ± 0 . 1 % ), a n d M D H F D c o n t a i n i n g e t h a n o l (6 . 0 ± 0 . 2
% ) (T a b l e 2 ) . F u r t h e r m o r e , l i v e r :b o d y w e i gh t r a t i o s i n m i c e f e d H FD c o n t r o l w a s
s i g n i f i c a n t l y e l e v a t e d c o m p a r e d t o n a i v e a n i m a l s (5 . 1 ± 0 . 2 % ), a l t h o u g h r a t i o s f o r m i c e
f e d M D H FD , b o th c o n t r o l a n d e t h a n o l , w e r e n o t s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t f r o m n a i v e
a n im a l s .
H ep a t i c c e l l p r o l if e r a t i o n
B r d U ( 5- b r o m o - 2 - d e o x y u r i d i n e ) i s c o m m o n l y u s e d i n t h e d e t e c t i o n o f p r o l i f e r a t i n g c e l l s .
M i c e f e d H F D c o n t a i n i n g e t h a n o l h a d s i gn i f i c a n t l y e l e v a t e d p r o l i f e r a t i o n , 10 . 9 ± 5 . 4 %
B r d U
,
c o m p a r e d w i t h a l l o t h e r e n t e r a l t r e a t m e n t g r o u p s (T a b l e 2 ) .
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C a t a l a s e a c t i v i ty i n t h e s t o m a c h a n d l i v e r
St o m a c h c a t a l a s e a c t i v it y a t s a c r i f i c e w a s s i g n i f i c a n t l y e l e v a t e d i n m i c e f e d H F D
c o n t a i n i n g e t h a n o l (0 . 0 56 ± 0 . 0 2 8 m m o l H 2 O 2 / |a g p r o t e i n / h r ) a s c o m p a r e d t o n a i v e
a n i m a l s (0 . 0 0 3 5 ± 0 . 0 0 14 m m o l H 2O 2 / \i g p r o t e i n / h r ) . T h e r e w ^a s n o s i g n i f i c a n t
d i f f e r e n c e i n s t o m a c h c a t a l a s e a c t i v i t y b e t w e e n t h e e t h a n o l t r e a t e d g r o u p s (F i g . 3 ) . I n
l i v e r , c a t a l a s e a c t i v i t y w a s s i g n i f i c a n t l y i n c r e a s e d i n m i c e f e d M D H F D c o n t a i n i n g
e t h a n o l ( 15 9 0 ± 2 56 m m o l H 2O 2/ |x g p r o t e i n / h r ) a s c o m p a r e d t o m i c e f e d MD H FD (8 0 3
± 8 2 m m o l H 2 O 2 / |x g p r o t e i n / h r ) (F i g . 4 ) . A l t h o u gh n o t s t a t i s t i c a l l y s i gn i f i c a n t , l i v e r
c a t a l a s e w a s i n c r e a s e d i n m i c e f e d M D H F D c o n t a i n i n g e t h a n o l a s c o m p a r e d t o m i c e f e d
H F D c o n t a i n i n g e t h a n o l (12 50 ± 1 10 m m o l H 2 O 2 / |x g p r o t e i n / h r ) . M o r e o v e r , c a t a l a s e
a c t i v i t y i n c o n t r o l f e d m i c e , H F D c o n t r o l (9 85 ± 12 2 m m o l H 2 O 2 / |J .g p r o t e i n / h r ) a n d
M D H F D c o n t r o l
,
w e r e r e du c e d c o m p a r e d t o n a i v e a n im a l s ( 13 7 0 ± 1 52 m m o l H 2O 2 / n g
p r o t e i n / hr ) .
A D H a c t i v i ty i n t h e l i v e r
A l c o h o l d e h y d r o g e n a s e (A D H ) a c t i v i t y i n t h e l i v e r s i g n i f i c a n t l y d e c r e a s e d i n a l l e n t e r a l l y
t r e a t e d a n i m a l s a s c o m p a r e d t o n a i v e (3 0 ± 3 n m o l N A D H / mg p r o t e i n / m i n ) (F i g . 4 ) .
T h e r e w a s n o s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e i n l i v e r A D H a c t i v i t y b e t w e e n m i c e f e d H FD c o n t r o l
(8 . 6 ± 1 . 0 n m o l N A D H / m g p r o t e i n / m i n ) c o m p a r e d t o H F D c o n t a i n i n g e t h a n o l (6 . 1 ±
1 2 n m o l N A D H / m g p r o t e i n / m i n ) . N o s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e w a s s e e n b e t w e e n m i c e
fe d M D H FD c o n t r o l (8 . 4 ± 1 . 4 n m o l N A D H / m g p r o t e i n / m i n ) a n d M D H F D c o n t a i n i n g
e t h a n o l (6 . 4 ± 0 . 3) n m o l N A D H / m g p r o t e i n / m i n . L i v e r A D H a c t i v i t y i s s o m e w h a t
b l u n t e d i n m i c e f e d M D H F D c o n t a i n i n g e t h a n o l a s c o m p a r e d t o m i c e f e d H F D
c o n t a i n i n g e t h a n o l a l t h o u gh t h i s c h a n g e i s n o t s i g n i f i c a n t .
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C YP 2 E 1 a c t i v i ty i n t h e l i v e r
A s r e p o r t e d p r e v i o u s l y ( 1 16 ) , c y t o c h r o m e P 4 5 0 2 E 1 (C Y P 2 E 1) a c t i v i t y w a s i n c r e a s e d i n
t h e l i v e r b y e t h a n o l . H e r e , c h r o n i c a l c o h o l a d m i n i s t r a t i o n s i g n i f i c a n t l y i n c r e a s e d
C Y P 2 E 1 a c t i v i t y i n m i c e f e d H F D c o n t a i n i n g e t h a n o l (2 . 6 ± 0 . 3 n m o l 4 - n i t r o c a t e c h o l /m g
p r o t e i n / m i n ) c o m p a r e d t o H F D c o n t r o l (0 . 4 8 ± 0 . 0 6 n m o l 4 - n i t r o c a t e c h o l/ m g
p r o t e i n / m i n ) a n d a l l o t h e r gr o u p s (F i g . 4 ) . C Y P 2 E 1 a c t iv i t y w a s a l s o s i gn i fi c a n t l y
i n c r e a s e d i n m i c e f e d M D H F D c o n t a i n i n g e t h a n o l ( 1 . 4 ± 0 . 2 n m o l 4 - n i t r o c a t e c h o l / m g
p r o t e i n / m i n ) a s c o m p a r e d t o M D H F D c o n t r o l (0 . 5 2 ± 0 . 0 3 n m o l 4 - n i t r o c a t e c h o l / m g
p r o t e i n / m i n ) N o t a b l y , t h e r e w a s a s i g n i fi c a n t r e d u c t i o n , n e a r l y 5 0 % , o f C Y P 2 E 1 a c t i v i t y
i n m i c e f e d M D H FD c o n t a i n i n g e t h a n o l a s c o m p a r e d t o t h o s e f e d H FD c o n t a i n i n g
e t h a n o l .
A m i n o t h i o l s i n l i v e r
T h e r e w a s n o s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e i n r e d u c e d g l u t a t h i o n e (G SH ) w i t h i n t h e e n t e r a l l y
t r e a t e d g r o u p s , a l t h o u g h i t a p p e a r s t h a t l e v e l s i n m i c e f e d H F D c o n t a i n i n g e t h a n o l a r e
s l i g h t l y r e d u c e d c o m p a r e d t o H F D c o n t r o l a n d M D H F D c o n t a i n i n g e t h a n o l (T a b l e 3 ) .
T h e r e w a s a s i gn i f i c a n t i n c r e a s e i n o x i d i z e d g l u t a t h i o n e (G S SG ) i n m i c e f e d H F D
c o n t a i n i n g e t h a n o l (0 . 6 8 ± 0 . 0 9 n m o l / m g p r o t e i n ) a s c o m p a r e d t o m i c e f e d H F D c o n t r o l
(0 . 4 1 ± 0 . 0 7 n m o l / m g p r o t e i n ) , M D H FD c o n t r o l (0 . 3 3 ± 0 . 0 7 n m o l / m g p r o t e i n ) a n d
M D H F D c o n t a i n i n g e t h a n o l (0 . 2 2 ± 0 . 0 1 n m o l / m g p r o t e i n ) . T h e G S H : G S SG i s o ft e n
u s e d a s a n i n d i c a t o r o f o x i d a t i v e s t r e s s . H e r e
,
w e f o u n d th a t t h e G SH :G S SG r a t i o i n m i c e
f e d M D H F D c o n t r o l (2 2 9 ± 7 7 n m o l / m g p r o t e i n ) a n d M D H F D c o n t a i n i n g e t h a n o l (2 6 8
± 2 1 rm i o l / m g p r o t e i n ) w a s gr e a t l y i n c r e a s e d c o m p a r e d t o m i c e f e d H F D c o n t a i n i n g
e t h a n o l (8 4 ± 19 rm i o l / m g p r o t e i n ) W e o b s e r v e d n o s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e s in c y s t e in e
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l e v e l s a c r o s s a l l g r o u p s . C y s t e i n y l g l y c i n e (C y s - G l y ) , a p r o o x i d a n t , w a s s i g n i f i c a n t l y
e l e v a t e d i n m i c e f e d H F D c o n t a i n i n g e t h a n o l (1 . 2 4 ± 0 . 0 8 n m o l / m g p r o t e i n ) c o m p a r e d
t o m i c e fe d MD H FD c o n t a i n i n g e t h a n o l (0 . 4 1 ± 0 . 0 3 n m o l / m g p r o t e i n ) a n d n a i v e
a n im a l s (0 . 4 3 ± 0 . 0 6 n m o l / m g p r o t e i n ) . L e v e l s o f g l u t am i n e c y s t e in e (G l u - C y s ) w e r e
s i g n i f i c a n t l y r e d u c e d i n a l l e n t e r a l l y t r e a t e d a n i m a l s c o m p a r e d t o n a i v e a n i m a l s (0 . 3 3 ±
0 . 0 3 n m o l / m g p r o t e i n ) (T a b l e 3 ) . W e o b s e r v e d s i g n i f i c a n t i n c r e a s e s o f SA M , t h e
SA M : SA H r a t i o
,
a n d SA H c o n c e n t r a t i o n s i n m i c e f e d MD H FD c o n t a i n i n g e t h a n o l a s
c o m p a r e d t o m i c e f e d H F D c o n t a i n i n g e t h a n o l (F i gu r e 5 ) . W e o b s e r v e d n o s i g n i f i c a n t
d i f f e r e n c e i n h o m o c y s t e i n e l e v e l s b e tw e e n g r o u p s .
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C H A P T E R 5
D i s c u s s i o n
T a k e n t o g e t h e r , t h e r e s u l t s d e m o n s t r a t e t h a t d i e t a r y m e t h y l d o n o r s u p p l e m e n t a t i o n
(m e t h i o n i n e , c h o l i n e , b e t a i n e , f o l a t e , v i t a m i n B 12 , a n d z i n c ) p r e v e n t e d a l c o h o l - i n d u c e d
l i v e r i n j u r y . M e t h y l d o n o r s u p p l e m e n t a t i o n a l s o s i g n i f i c a n t l y i n c r e a s e d h e p a t i c
G SH iG S SG r a t i o s , r e d u c e d h e p a t i c C y s - G l y c o n c e n t r a t i o n s , r e d u c e d l i v e r : b o d y w e i g h t
r a t i o s
,
r e d u c e d c e l l p r o l i f e r a t i o n , b l u n t e d u r i n e a l c o h o l c y c l i n g a n d f a v o r e d c a t a l a s e -
d e p e n d e n t a l c o h o l m e t a b o l i s m i n t h e l i v e r ( Sc h e m e 1) . I t i s a l s o im p o r t a n t t o n o t e t h a t
o u r r e g im e n o f m e t h y l d o n o r s s i g n i f i c a n t l y i n c r e a s e d h e p a t i c c o n c e n t r a t i o n s o f SA M b y
2 2 f o l d , S A H b y 3 f o l d , a n d t h e SA M : SA H r a t i o b y 7 fo l d . C hr o n i c a l c o h o l e x p o s u r e h a s
b e e n l i n k e d w i t h d e f i c i e n c i e s i n SA M , fo l a t e , z i n c , a n d e n d o g e n o u s b e t a i n e (6 2 , 1 0 0 ,
1 17
,
1 18 ) . T h e m i t i g a t i o n o f d i s e a s e s e v e r i t y i n a n im a l m o d e l s o f A L I h a s b e e n a c h i e v e d
th r o u g h d i e t a r y s u p p l e m e n t a t i o n o f i n d i v i d u a l m e t h i o n i n e m e t a b o l i t e s i n c l u d i n g SA M ,
b e t a i n e a n d z i n c . (7 2 , 9 0 , 1 19 ) .
O u r m o d e l i s t h e f i r s t t o s h o w t h a t a f ii l l r e g i m e n o f m e th y l d o n o r s h a s t h e a b i l i t y
t o a t t e n u a t e a l c o h o l - i n d u c e d l i v e r i n j u r y . I n m i c e , SA M t r e a t m e n t h a s b e e n s h o w n t o
d e c r e a s e s t e a t o s i s a n d n e c r o s i s a s w e l l s e r u m A L T a c t i v i t y (6 0 ) . I n t h e s e s t u di e s , SA M
s u p p l e m e n t a t i o n i n c r e a s e d t h e h e p a t i c SA M p o o l w h i c h i n t u r n i n c r e a s e d s y n t h e s i s o f
G SH . W e h a v e s h o w n t h a t a r e g im e n o f m e t h y l d o n o r s h a s t h e a b i l i t y t o s i gn i f i c a n t l y
i n c r e a s e h e p a t i c SA M e v e n i n t h e p r e s e n c e o f e t h a n o l (F i g . 5) ; h o w e v e r , w e o b s e r v e d n o
s i g n i f i c a n t i n c r e a s e i n G S H c o n c e n t r a t i o n . SA M a n d b e t a i n e s u p p l e m e n t a t i o n h a s b e e n
s h o w n t o a t t e n u a t e f a t t y l i v e r (9 0 ) a n d w e o b s e r v e d a s i g n i f i c a n t r e d u c t i o n i n s t e a t o s i s
w i t h o u r m e t h y l d o n o r r e g im e n . M o r e o v e r , SA M a n d b e t a i n e s u p p l e m e n t a t i o n h a v e b e e n
s h o w n t o a t t e n u a t e i n f l a m m a t i o n (60 , 9 0) ; h o w e v e r w e d i d n o t o b s e r v e a r e du c t i o n o f
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i n fl a m m a t i o n w i t h m e t h y l d o n o r s u p p l e m e n t a t i o n . S A M a n d b e t a i n e s u p p l e m e n t a t i o n
h a v e b e e n s h o w n t o a t t e n u a t e n e c r o s i s (9 0) a n d i t i s im p o r t a n t t o n o t e t h a t o u r m e t h y l
d o n o r s u p p l e m e n t a t i o n c o m p l e t e l y b l o c k e d n e c r o s i s .
C h r o n i c e t h a n o l f e e d i n g h a s b e e n s h o w n t o i n c r e a s e h e p a t i c c o n c e n t r a t i o n s o f
h o m o c y s t e i n e a n d SA H (9 0 , 1 2 0 ) . I n t e r e s t i n g l y , b e t a i n e s u p p l e m e n t a t i o n d u r i n g c h r o n i c
a l c o h o l a d m i n i s t r a t i o n s h a s a l s o b e e n s h o w n t o l o w e r h o m o c y s t e i n e a n d i n c r e a s e SA H
c o n c e n t r a t i o n s (9 0 , 12 1) . W e o b s e r v e d n o d e c r e a s e i n h e p a t i c h o m o c y s t e i n e
c o n c e n t r a t i o n s w i t h m e th y l d o n o r s u p p l e m e n t a t i o n b u t w e d i d i n f a c t s e e i n c r e a s e d
c o n c e n t r a t i o n s o f SA H . SA M i s c o n v e r t e d t o SA H b y t r a n s f e r r i n g t h e m e th y l gr o u p t o
d i v e r s e b i o l o g i c a l a c c e p t o r s (4 4 ) , t h e r e f o r e t h e f a c t t h a t w e o b s e r v e d i n c r e a s e d SA M
c o n c e n t r a t i o n s w i t h m i c e f e d M D H F D c o n t a i n i n g e t h a n o l m a y a c c o u n t f o r e l e v a t e d
l e v e l s o f SA H i n t h e s e s a m e a n i m a l s . SA H i s t h e n c o n v e r t e d t o h o m o c y s t e i n e a n d
a de n o s i n e i n a r e v e r s i b l e r e a c t i o n c a t a l y z e d b y SA H h y d r o l a s e (4 4 ) . W e d i d n o t o b s e r v e
s i gn i f i c a n t i n c r e a s e s i n h e p a t i c h o m o c y s t e i n e o r a d e n o s i n e (d a t a n o t s h o w n ) w i t h m e th y l
d o n o r s u p p l e m e n t a t i o n ; t h e r e f o r e , a n o t h e r p o s s i b l e e x p l a n a t i o n fo r i n c r e a s e d SA H
c o n c e n t r a t i o n s m a y b e du e t o a l t e r a t i o n s o f SA H h y d r o l a s e b y t h e c o m b i n a t i o n o f m e t h y l
d o n o r s a n d e th a n o l .
R e d u c e d gl u t a t h i o n e (G S H ) p l a y s a c r i t i c a l r o l e i n t h e c e l l u l a r d e t o x i f i c a t i o n
p r o c e s s e s i n c l u d i n g t h e m e t a b o l i s m o f p e r o x i d e s , t h e c o n j u g a t i o n w i t h e l e c t r o p h i l e s a n d
t h e s c a v e n g i n g o f t h e fr e e r a d i c a l s . T h e r e l e v a n c e o f g l u t a t h i o n e i n e t h a n o l - i n d u c e d l i v e r
i n j u r y i s t h e r o l e i t p l a y s i n c o m p e n s a t i n g f o r a l c o h o l - r e l a t e d o x i d a t i v e s t r e s s . O x i d a t i v e
s t r e s s i s a d i s t u r b a n c e i n t h e p r o - o x i d a n t / a n t i o x i d a n t b a l a n c e ( i n c r e a s e d p r o - o x i d a n t
l e v e l s ) , w h i c h m a y b e a c h i e v e d b y a n e n h a n c e m e n t o f o x i d a t i v e r e a c t i o n s l e a di n g t o t h e
i n c r e a s e d fo r m a t i o n o f r e a c t i v e o x y g e n s p e c i e s (R O S ) a n d / o r b y a d e c r e a s e o f c e l l u l a r
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a n t i o x i d a n t d e f e n s e s . E l e v a t e d g l u t a t h i o n e l e v e l s n o t o n l y p r o t e c t h e p a t o c y t e s f r o m
o x i d a t i v e s t r e s s
,
b u t t h e y a l s o h a v e b e e n s h o w n t o r e s c u e h e p a t o c y t e s f r o m n e c r o s i s a n d
i n f l a m m a t i o n c a u s e d b y T N F - a t o x i c i t y (5 8 ) .
R e s e a r c h h a s s h o w n th a t e t h a n o l i t s e l f , n o t i t s m e t a b o l i t e s , c a u s e s d e p l e t i o n o f
l i v e r G SH ( 12 2 ) . W e h a v e s h o w n th a t U A C l e v e l s a r e m u c h h i g h e r i n t h e m i c e f e d H F D
c o n t a i n i n g e t h a n o l ; t h e r e f o r e , t h e d i r e c t i n s u l t b y e t h a n o l o n G SH c o u l d b e c a u s i n g t h e
m o d e r a t e , n o n - s i g n i f i c a n t d e c r e a s e s i n G S H i n t h i s p a r t i c u l a r g r o u p . R e s e a r c h e r s h a v e
s h o w n th a t i n c r e a s e d h e p a t i c SA M c o n c e n t r a t i o n s l e a d s t o i n c r e a s e d G SH p r o d u c t i o n .
W e d i d n o t o b s e r v e i n c r e a s e d G SH c o n c e n t r a t i o n s w i t h m e t h y l d o n o r s u p p l e m e n t a t i o n ,
a l t h o u g h w e c a n s a y t h a t m e t h y l d o n o r s m a i n t a i n e d G SH o f e t h a n o l t r e a t e d a n im a l s
c o m p a r a b l e t o c o n t r o l l e v e l s . A s im i l a r t r e n d w a s o b s e r v e d i n a s t u d y i n v o l v i n g L - 2 -
o x o t h i a z o l i d i n e - 4 - c a r b o x y l i c a c i d (O T C ), a c y s t e i n e p r o dr u g t h a t m a i n t a i n s g l u t a t h i o n e i n
t i s s u e s R e s e a r c h e r s s h o w e d t h a t O T C b l o c k e d e t h a n o l - i n d u c e d e l e v a t i o n s i n s e r u m
a s p a r t a t e t r a n s a m i n a s e (A S T ), n e c r o s i s a n d i n f l a m m a t i o n b u t n o t s t e a t o s i s i n r a t s ( 1 2 3 ) .
I n t h e s e a n im a l s , h e p a t i c G SH l e v e l s w e r e n o t a f f e c t e d b y e th a n o l o r O T C t r e a t m e n t .
I n t e r e s t i n g l y , O T C i n c r e a s e d c i r c u l a t i n g p l a s m a g l u t a t h i o n e (G SH ) l e v e l s a b o u t 2 - f o l d .
A dd i t i o n a l l y , s u p e r o x i d e p r o d u c t i o n w a s h i g h e r i n K u p f f e r c e l l s i s o l a t e d f r o m e t h a n o l -
t r e a t e d r a t s
,
a n e f f e c t b l u n t e d b y O T C .
G SH :G S SG b a l a n c e i s c r u c i a l t o h o m e o s t a s i s , s t a b i l i z i n g th e c e l l u l a r
b i o m o l e c u l a r s p e c t r u m , a n d f a c i l i t a t i n g c e l l u l a r p e r f o r m a n c e a n d s u r v i v a l . T h e
G SH : G S SG r a t i o i s o ft e n t im e s u s e d a s a n i n d i c a t o r o f o x i d a t i v e s t r e s s a n d c a n b e u s e f u l
t o m o n it o r t h e e f f e c t i v e n e s s o f a n t i o x i d a n t i n t e r v e n t i o n s t r a t e g i e s . W e s a w s i g n i f i c a n t
r e d u c t i o n o f G S SG c o n c e n t r a t i o n w it h m e t h y l d o n o r s u p p l e m e n t a t i o n w h i c h
s u b s e q u e n t l y i n c r e a s e d G SH : G S SG r a t i o s i n m i c e f e d M D H F D . C y s t e i n y l g l y c i n e (C y s -
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G l y ) , a p r o o x i d a n t g e n e r a t e d d u r i n g c a t a b o l i s m o f g l u t a t h i o n e , h a s b e e n s u g g e s t e d t o
i n du c e o x i d a t i v e d a m a g e o n D N A b a s e s a n d Up i d p e r o x i d a t i o n ( 1 2 4 , 12 5 ) . A c a s e -
c o n t r o l s t u d y r e p o r t e d a s i g n i f i c a n t l y p o s i t i v e a s s o c i a t i o n b e t w e e n s e r u m Cy s - G l y l e v e l s
a n d r i s k f o r i s c h e m i c h e a r t d i s e a s e ( 12 6) . I n c r e a s e d a m o u n t s o f e t h a n o l i n m i c e f e d H F D
c o n t a i n i n g e t h a n o l c o u l d a l s o b e i n d u c i n g t h e c a t a b o l i s m o f G SH w h i c h m i g h t e x p l a i n
t h e o b s e r v e d i n c r e a s e s i n C y s - G l y i n t h i s gr o u p . T h e s p e c i f i c d e l e t e r i o u s e f f e c t s o f
i n c r e a s e d Cy s - G l y a r e u n k n o w n .
M i c e f e d H F D c o n t a i n i n g e t h a n o l h a d t y p i c a l U A C c y c l e p a t t e r n s (3 0 t o 5 5 0
m g / d l ) ; w h e r e a s U A C c y c l e s i n t h e m i c e f e d MD H FD c o n t a i n i n g e t h a n o l w a s s e v e r e l y
b l u n t e d (10 t o 3 5 0 m g /d l ) (F i g . l A ) . M o r e o v e r , m e a n d a i l y U A C s h o w e d t h e s a m e
p a t t e r n w h e r e m i c e f e d M D H F D c o n t a i n i n g e t h a n o l w a s s i g n i fi c a n t l y l o w e r , 1 2 3 ± 17
m g/ d l , t h a n m i c e f e d H F D c o n t a i n i n g e t h a n o l , 2 2 5 ± 3 4 m g/ d l , e v e n t h o u g h b o th g r o u p s
w e r e a d m i n i s t e r e d d i e t s w i t h a n a l o g o u s e t h a n o l c o n c e n t r a t i o n s . I m p o r t a n t l y , w e s a w n o
d i f f e r e n c e s i n B A C a n d L A C b e t w e e n t h e t w o e t h a n o l g r o u p s a t s a c r i fi c e ; t h e r e f o r e , w e
b e l i e v e t h a t t h e s a m e d o s e o f a l c o h o l w a s r e a c h i n g t h e l i v e r . T h e U A C c y c l i c
p h e n o m e n o n m a y h a v e s o m e r e l e v a n c e t o t h e p a t h o g e n e s i s o f A L D . I t h a s b e e n s h o w n
t h a t s e r u m A L T w a s h i g h e r a t t h e t r o u g h s o f t h e U A C c y c l e c o m p a r e d w i th t h e A L T
l e v e l s w h e n U A C p e a k e d , i n d i c a t i n g t h a t t h e l i v e r i n j u r y m a y b e o c c u r r i n g a t a t im e w h e n
O 2 c o n s u m p t i o n i s i n c r e a s e d (4 3 ) . R e s e a r c h h a s s h o w n t h a t i n c r e a s i n g t h y r o i d h o r m o n e
i n d i e t c a n e l im i n a t e t h e U A C c y c l e a n d fa t t y l i v e r c a u s e d b y e th a n o l , b u t u n f o r t u n a t e l y
t h e i n c r e a s e i n t h e m e t a b o l i c r a t e l e a d s t o c e n t r i l o b u l a r n e c r o s i s a n d s c a r r i n g o f t h e l i v e r
i n r a t s f e d e t h a n o l b e c a u s e o f t h e c e n t r i l o b u l a r h y p o x i a t h a t r e s u l t s f r o m t h e i n c r e a s e i n
t h e r a t e o f O 2 c o n s u m p t i o n b y t h e p e r i p o r t a l h e p a t o c y t e s (4 3 ) . H e r e w e h a v e s h o w n t h a t
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m e th y l d o n o r s u p p l e m e n t a t i o n s e v e r e l y b l u n t s t h e U A C c y c l i c p a t t e r n a n d t h e r e f o r e m a y
b e r e s p o n s i b l e f o r a t t e n u a t i o n o f l i v e r i n j u r y .
B o d y t e m p e r a t u r e c y c l e s i n v e r s e l y t o U A C s u g g e s t i n g t h a t t h e r a t e o f m e t a b o l i s m
c o u l d b e m e c h a n i s t i c a l l y i n v o l v e d i n t h e r a t e o f e t h a n o l e l im i n a t i o n d u r i n g t h e c y c l e (4 3 ) .
A c o r r e l a t i o n h a s b e e n s h o w n b e tw e e n b l o o d l e v e l s o f a l c o h o l a n d i n d u c t i o n o f C Y P2 E 1
a s a l c o h o l c y c l e s i n t h e e n t e r a l m o de l o f c o n t i n u o u s a l c o h o l a d m i n i s t r a t i o n . N o t a b l y , t h e
l e v e l o f CY P 2 E 1 c o r r e l a t e s w i t h t h e d e g r e e o f p a t h o l o g y ( 3 5) . W e o b s e r v e d a s i m i l a r
t r e n d w h e r e i n c r e a s e d C Y P 2 E 1 a c t i v i t y w a s c o r r e l a t e d w i t h m o r e s e v e r e l i v e r i n j u r y .
B e t a i n e f e e d i n g a l o n e d i d n o t a b o l i s h th e i n d u c t i o n o f C Y P 2 E 1 b y e t h a n o l (9 0 ) .
H o w e v e r
,
w e o b s e r v e d a s i g n i f i c a n t r e d u c t i o n , n e a r l y 5 0% , o f C Y P 2 E 1 a c t i v i t y i n m i c e
f e d M D H F D c o n t a i n i n g e t h a n o l a s c o m p a r e d t o t h o s e f e d H F D c o n t a i n i n g e t h a n o l . T h i s
t r e n d d o e s n o t s u p p o r t t h e i d e a t h a t C Y P 2 E 1 a c t i v i t y i s i n v o l v e d i n i n c r e a s e d e t h a n o l
m e t a b o l i s m i n t h e p r e s e n c e o f m e th y l d o n o r s b e c a u s e i f C Y P 2 E 1 a c t i v i t y w a s r e s p o n s i b l e
f o r i n c r e a s e d e t h a n o l m e t a b o l i s m i n t h e l i v e r
,
t h e n w e s h o u l d h a v e s e e n h i g h e r C Y P 2 E 1
a c t i v i t y i n a n im a l s f e d M D H F D c o n t a i n i n g e t h a n o l .
A s im i l a r t r e n d w a s s e e n i n a s t u dy b y Z h o u e t a l , w h e r e z i n c s u p p l e m e n t a t i o n
i n h i b i t e d th e a c t i v a t i o n o f t h e C Y P 2 E 1 p a t h w a y a n d a t t h e s a m e t im e e n h a n c e d t h e A D H
p a t h w a y , t h u s l e a d i n g t o t h e p r e v e n t i o n o f t h e e t h a n o l - i n du c e d m e t a b o l i c s h i f t t h a t i s i n
f a v o r o f R O S p r o d u c t i o n ( 1 2 7 ) . O n t h e c o n t r a r y , w e d i d n o t s e e e n h a n c e d A D H a c t i v it y .
I n a d d i t i o n
,
r e s e a r c h e r s h a v e s h o w n t h a t a n a c u t e d o s e o f e t h a n o l w i t h c o n c o m i t a n t
s u p p l e m e n t a t i o n o f SA M r e s u l t s i n a 3 0% i n h i b i t i o n o f a l c o h o l d e h y dr o g e n a s e e t h a n o l
m e t a b o l i s m W e d i d
,
h o w e v e r
,
o b s e r v e a s h i ft t o c a t a l a s e - d e p e n d e n t a l c o h o l m e t a b o l i s m
W e f o u n d t h a t a c y l C o A o x i d a s e , w h i c h p r o v i d e s h y d r o g e n p e r o x i de n e e d e d f o r c a t a l a s e -
d e p e n d e n t a l c o h o l m e t a b o l i s m , a l o n g w i th c a t a l a s e a c t i v i t y w e r e e l e v a t e d i n m i c e
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a d m i n i s t e r e d a M D H F D c o n t a i n i n g e t h a n o l . T h i s s h i ft t o c a t a l a s e d e p e n d e n t a l c o h o l
m e t a b o l i s m m a y b e s u p p o r t e d b y t h e f a c t t h a t a c y l C o A o x i d a s e w a s d e c r e a s e d b y
e t h a n o l i n C Y P 2 E 1 w i l d t y p e m i c e b u t r e m a i n e d e l e v a t e d i n C Y P 2 E 1 k n o c k o u t m i c e f e d
e t h a n o l (3 6 ) .
U s i n g t h e i n t r a g a s t r i c - f e d m o u s e m o d e l , w e h a v e d e m o n s t r a t e d t h a t m e th y l d o n o r
s u p p l e m e n t a t i o n p r e v e n t e d a l c o h o l i c - i n d u c e d d e c r e a s e s i n S A M a n d G S H a n d a l c o h o l i c
l i v e r i n j u r y . T h e h e p a t o p r o t e c t i v e e f f e c t o f t h e m e th y l d o n o r s m o s t l i k e l y i n v o l v e s i n
b l u n t i n g o f U A C c y c l i n g a n d t h e s t im u l a t i o n o f c a t a l a s e - d e p e n d e n t a l c o h o l m e t a b o l i s m ,
w h i c h m a y a c c o u n t f o r t h e o b s e r v a b l e d i f f e r e n c e s i n u r i n e a l c o h o l c o n c e n t r a t i o n s .
M o r e o v e r , m e th y l d o n o r s u p p l e m e n t a t i o n c r e a t e d a h e p a t i c e n v i r o n m e n t t h a t r e d u c e d
a c c u m u l a t i o n o f h a r m f u l G S SG a n d C y s - G l y c o n c e n t r a t i o n s a n d i n c r e a s e d h e p a t i c
d e t o x i f i c a t i o n c a p a b i l i t i e s . W e c o n c l u d e t h a t o u r m e th y l d o n o r r e gim e n h a s t h e a b i l i t y t o
o p t im a l l y r e s t o r e m e th i o n i n e - f o l a t e m e t a b o l i s m b y i n c r e a s i n g b i o a v a i l a b i l i t y o f n u t r i e n t s
a n d c o - f a c t o r s i n b o th t h e m e th i o n i n e c y c l e a n d t h e f o l a t e c y c l e . T h e s e r e s u l t s s u gg e s t
t h a t a r e g im e n o f m e th y l d o n o r s a n d c o f a c t o r s m a y h a v e p o t e n t i a l i n t h e p r e v e n t i o n a n d
t r e a t m e n t o f a l c o h o l i c l i v e r d i s e a s e .
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C H A P T E R 6
F u t u r e D i r e c t i o n s
I n o u r s t u dy w e d e m o n s t r a t e d t h a t m e t h y l d o n o r e n r i c h m e n t s t im u l a t e d c a t a l a s e -
d e p e n d e n t a l c o h o l m e t a b o l i s m . M o r e o v e r , w e b e l i e v e t h a t t h i s i n c r e a s e d c a t a l a s e a n d
a c y l C o A o x i d a s e a c t i v i t y m a y h a v e b e e n r e s p o n s i b l e f o r i n c r e a s e d e t h a n o l m e t a b o l i sm
w h i c h c o u l d h e l p e x p l a i n t h e r e d u c e d U A C c o n c e n t r a t i o n s o b s e r v e d i n m i c e f e d M D H F D
c o n t a i n i n g e t h a n o l . I n o r d e r t o p r o v e i t s b i o l o g i c a l r e l e v a n c e , w e p l a n t o i n h i b i t c a t a l a s e
a c t i v i t y b y a dm i n i s t e r i n g a m i n o t r i a z o l e (A T ), a n i r r e v e r s i b l e i n h i b i t o r o f c a t a l a s e (12 8) .
W e p l a n t o f o l l o w t h e s a m e e x p e r i m e n t a l p r o t o c o l a s d e s c r i b e d i n t h e M a t e r i a l s a n d
M e t h o d s s e c t i o n ; h o w e v e r , w e p l a n t o h a v e fo u r n e w d i e t g r o u p s ; H F D c o n t a i n i n g A T ,
H F D c o n t a i n i n g e t h a n o l a n d A T , M D H FD c o n t a i n i n g A T , a n d M D H F D c o n t a i n i n g
e t h a n o l a n d A T . W e p l a n t o a d d A T d i r e c t l y i n t o t h e h i gh f a t l i q u i d d i e t w h i c h w i l l b e
a dm i n i s t e r e d t h r o u gh a f e e d i n g t u b e ; t h e r e f o r e , w e w i l l b e a b l e t o a c c u r a t e l y c o n t r o l t h e
d o s e o f A T .
I f w e o b s e r v e n o d i f f e r e n c e i n U A C b e tw e e n t h e t w o e th a n o l t r e a t e d g r o u p s ,
m e a n i n g t h a t U A C i s n o t r e du c e d w i t h m e t h y l d o n o r s , t h e n w e c a n c o n c l u d e t h a t c a t a l a s e
m a y b e p l a y i n g a r o l e i n i n c r e a s e d a l c o h o l m e t a b o l i s m . I f w e s e e n o d i f f e r e n c e s i n U A C
b e t w e e n e t h a n o l t r e a t e d g r o u p s i n c o m b i n a t i o n w i t h t h e r e a p p e a r a n c e o f l i v e r d a m a g e i n
m i c e f e d M D H F D c o n t a i n i n g e t h a n o l a n d A T , t h e n w e c a n c o n c l u de t h a t c a t a l a s e m a y
p l a y a r o l e i n a t t e n u a t i n g A L I b y a l t e r i n g e t h a n o l m e t a b o l i s m p a t h w a y s a n d /o r i n c r e a s i n g
e t h a n o l m e t a b o l i s m i n t h e l i v e r . I f w e s e e t h e s a m e t r e n d s i n t h e p r o p o s e d A T s t u d y a s
w e o b s e r v e d i n t h e p r e v i o u s s t u d y (s e e R e s u l t s s e c t i o n ) t h e n w e m i gh t c o n c l u d e t h a t
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m e t h y l d o n o r s s t i m u l a t e c a t a l a s e - d e p e n d e n t a l c o h o l m e t a b o l i s m p a t h w a y s b u t t h i s
s t im u l a t i o n h a s n o r e l e v a n t b i o l o g i c a l s i g n i f i c a n c e .
A s m e n t i o n e d b e f o r e i n t h e R e s u l t s s e c t i o n , w e o b s e r v e d r e du c e d U A C i n m i c e
f e d M D H FD c o n t a i n i n g e t h a n o l a s c o m p a r e d t o m i c e f e d H FD c o n t a i n i n g e t h a n o l .
H o w e v e r , w e o b s e r v e d s im i l a r B A C a n d L A C b e t w e e n t h e s e t w o e t h a n o l t r e a t e d g r o u p s
a t s a c r i f i c e . T h e r e f o r e
,
i t m a y a l s o b e im p o r t a n t t o d e s i g n a s t u d y w h i c h c a n c o m p a r e
r a t e s o f e t h a n o l m e t a b o l i s m i n m i c e f e d H F D c o n t a i n i n g e t h a n o l v e r s u s m i c e f e d
M D H F D c o n t a i n i n g e t h a n o l . W e p l a n t o f o l l o w t h e e x a c t e x p e r i m e n t a l p r o t o c o l a s
d e s c r i b e d i n t h e M a t e r i a l s a n d M e th o d s s e c t i o n ; h o w e v e r , o n d a y 10 o f t h e s t u d y w e p l a n
t o s t o p a dm i n i s t r a t i o n o f l i q u i d d i e t a n d t a k e b l o o d s a m p l e s e v e r y 3 0 m i n u t e s f o r t hr e e
h o u r s . B A C w i l l b e t e s t e d a t e a c h t im e p o i n t i n o r d e r t o e l u c i d a t e t h e r a t e s o f a l c o h o l
m e t a b o l i s m b e tw e e n m i c e f e d H F D c o n t a i n i n g e t h a n o l a n d m i c e f e d M D H F D c o n t a i n i n g
e t h a n o l . I f w e o b s e r v e t h e m i c e f e d M D H F D h a v e t h e a b i l i t y t o m e t a b o l i z e a l c o h o l f a s t e r
t h e n i t w o u l d s u p p o r t o u r p r e v i o u s f i n d i n g s t h a t U A C c a n b e r e d u c e d w it h m e th y l d o n o r
s u p p l e m e n t a t i o n . M o r e o v e r , i f m i c e f e d M D H F D c o n t a i n i n g e t h a n o l h a v e t h e a b i l i t y t o
m e t a b o l i z e e t h a n o l f a s t e r t h e n i t m a y p o i n t t o t h e m e c h a n i sm o f p r o t e c t i v e a c t i o n b y
m e th y l d o n o r s .
A n o t he r im p o r t a n t f i n d i n g i n o u r s t u d y w a s t h a t w e o b s e r v e d i n c r e a s e d l e v e l s o f
a c e t a l d e h y d e a n d a c e t a t e i n m i c e f e d H F D c o n t a i n i n g e t h a n o l a s c o m p a r e d t o m i c e f e d
M D H F D c o n t a i n i n g e t h a n o l . F o r t h i s r e a s o n , m e t h y l d o n o r s c o u l d b e a f f e c t i n g t h e
m e t a b o l i s m o f a c e t a l d e h y d e i n t o a c e t a t e . T h e r e f o r e , a l d e h y d e d e h y d r o g e n a s e (A L D H ),
w h i c h i s r e s p o n s i b l e f o r c o n v e r t i n g a c e t a l d e h y d e i n t o a c e t a t e , a c t i v i t y i s a n o t h e r
i m p o r t a n t m e a s u r e m e n t t h a t w e n e e d t o c o m p l e t e . S o m e r e s e a r c h e r s h a v e s u g g e s t e d th a t
a c e t a l d e h y d e m a y b e a s o u r c e o f l i v e r d a m a g e b e c a u s e i t h a s t h e a b i l i t y t o b i n d s t o
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p r o t e i n s , r e s u l t i n g i n s t r u c t u r a l a n d f u n c t i o n a l a l t e r a t i o n s . I f m e t h y l d o n o r
s u p p l e m e n t a t i o n i n c r e a s e s A L D H a c t i v i t y t h e n t h i s c o u l d a l s o b e a n im p o r t a n t f a c t o r i n
t h e m e c h a n i s m o f p r o t e c t i v e a c t i o n o f m e t h y l d o n o r s d u r i n g c h r o n i c a l c o h o l
a dm i n i s t r a t i o n .
T h i s s t u dy d i d n o t p r o v i d e u s w i t h c o n c l u s i v e i n f o r m a t i o n t o m a k e n e w
r e c o m m e n d a t i o n s i n t h e w a y t h e m e t h y l d o n o r s s h o u l d b e u s e d i n a s a t h e r a p y f o r
a l c o h o l i c - i n d u c e d l i v e r i n j u r y ; h o w e v e r , t h i s w o r k a l l o w e d u s t o t a k e a c l o s e r l o o k a t h o w
m e t h y l d o n o r s c a n p r e v e n t a l c o h o l - i n du c e d l i v e r i n j u r y . I n a n y c a s e , o u r f u t u r e e f f o r t s
n e e d t o c o n c e n t r a t e o n t h e p r o t e c t i v e m e c h a n i s m s o f m e th y l d o n o r s u p p l e m e n t a t i o n . I f
w e c a n r e v e a l t h i s m e c h a n i s m , t h e n w e m a y b e a b l e t o d e v e l o p m o r e e f f i c i e n t t h e r a p i e s
f o r p a t i e n t s s u f f e r i n g f r o m a l c o h o l - i n d u c e d h e p a t it i s a n d c i r r h o s i s . M o r e o v e r , o t h e r l i v e r
d i s e a s e s l i k e h e p a t i t i s B & C a n d a f la t o x in B l p o i s o n i n g s h o w s im i l a r p a t h o l o g i c a l
c h a n g e s i n t h e l i v e r a s A L D ; t h e r e f o r e , n e w , im p r o v e d t h e r a p i e s m a y a l s o b e u s e d f o r
p a t i e n t s w i t h n o n - a l c o h o l - i n d u c e d l i v e r d i s e a s e .
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P e r o x i s o m e s a r e i n v o l v e d i n t h e s w i ft i n c r e a s e i n a l c o h o l m e t a b o l i s m . J
P h a r m a c o l E x p T h e r 19 9 9 Ja n ; 2 8 8 ( l ) :2 5 4 - 2 5 9 .
2 5 . K o n o H
,
B r a d f o r d B U
,
Y i n M
,
Su l i k K K
,
K o o p D R , P e t e r s JM , e t a l . C Y P 2E 1 i s
n o t i n v o l v e d i n e a r l y a l c o h o l - i n du c e d l i v e r i n j u r y . A m J P h y s i o l 1 9 9 9 D e c ; 2 7 7 (6
P t 1) : G 12 59 - G 12 6 7 .
2 6 . T h u rm a n R G , B r a d f o r d B U , l im u r o Y , F r a n k e n b e r g M V , K n e c h t K T , C o n n o r
H D , e t a l . M e c h a n i s m s o f a l c o h o l - i n d u c e d h e p a t o t o x i c i t y : s t u d i e s i n r a t s . F r o n t
B i o s c i 19 9 9 J u l 15 ;4 : e 4 2 - e 4 6 .
2 7
.
B o d e C
,
K u g l e r V , B o d e JC . E n d o t o x e m i a i n p a t i e n t s w i t h a l c o h o l i c a n d n o n ¬
a l c o h o l i c c i r r h o s i s a n d i n s u bj e c t s w i t h n o e v i d e n c e o f c hr o n i c l i v e r d i s e a s e
f o l l o w i n g a c u t e a l c o h o l e x c e s s . J H e p a t o l 19 8 7 F e b ; 4 ( l ) : 8 - 14 .
2 8 . N a n j i A A , K h e t t r y U , Sa dr z a d e h SM . L a c t o b a c i l l u s f e e d i n g r e d u c e s e n d o t o x e m i a
a n d s e v e r i t y o f e x p e r i m e n t a l a l c o h o l i c l i v e r (d i s e a s e ) . P r o c S o c E x p B i o l M e d
19 94 M a r ; 2 0 5 (3 ): 2 4 3 - 2 4 7 .
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2 9 . M c C l a i n C J , B a r v e S , D e a c i u c I , K u g e lm a s M , H i l l D . C y t o k i n e s i n a l c o h o l i c
l i v e r d i s e a s e . S e m i n L i v e r D i s 1 9 9 9 ;1 9(2 ) :2 0 5 - 2 19 .
30 . A d a c h i Y , B r a d f o r d B U , G a o W , B o j e s H K , T h u r m a n R G . I n a c t i v a t i o n o f
K u p f fe r c e l l s p r e v e n t s e a r l y a l c o h o l - i n d u c e d l i v e r i n j u r y . H e p a t o l o g y 19 9 4
A u g ;2 0 (2 ) :4 5 3 - 4 6 0 .
3 1 . A d a c h i Y , M o o r e L E , B r a d f o r d B U , G a o W , T h u rm a n R G . A n t i b i o t i c s p r e v e n t
l i v e r i n j u r y i n r a t s f o l l o w i n g l o n g - t e r m e x p o s u r e t o e t h a n o l . G a s t r o e n t e r o l o g y
19 9 5 J a n ; 1 0 8 ( l ) : 2 1 8 - 2 2 4 .
3 2 . K n e c h t K T , A d a c h i Y , B r a d fo r d B U , l im u r o Y , K a d i i s k a M , X u a n g QH , e t a l .
F r e e r a d i c a l a d d u c t s i n t h e b i l e o f r a t s t r e a t e d c h r o n i c a l l y w i t h i n t r a g a s t r i c
a l c o h o l : i n h i b i t i o n b y d e s t r u c t i o n o f K u p f f e r c e l l s . M o l P h a r m a c o l 19 9 5
M a y ;4 7 ( 5 ) : 1 0 2 8 - 1 0 3 4 .
3 3 . H o e k JB
,
P a s t o r i n o JG . E th a n o l
,
o x i d a t i v e s t r e s s
,
a n d c y t o k i n e - i n d u c e d l i v e r c e l l
i n j u r y . A l c o h o l 2 0 0 2 M a y ; 2 7 ( l ) : 6 3 - 6 8 .
3 4 . R o n i s M J , H u a n g J , C r o u c h J , M e r c a d o C , I r b y D , V a l e n t i n e C R , e t a l .
C y t o c hr o m e P 4 50 C Y P 2 E 1 i n d u c t i o n d u r i n g c h r o n i c a l c o h o l e x p o s u r e o c c u r s b y
a t w o - s t e p m e c h a n i s m a s s o c i a t e d w i t h b l o o d a l c o h o l c o n c e n t r a t i o n s i n r a t s . J
P h a r m a c o l E x p T h e r 1 9 9 3 F e b ;2 6 4 (2 ): 9 4 4 - 9 5 0 .
3 5 . A l b a n o E , C l o t P , M o r im o t o M , T o m a s i A , I n g e lm a n - S u n d b e r g M , F r e n c h SW .
R o l e o f c y t o c h r o m e P 4 5 02 E 1 - d e p e n d e n t f o r m a t i o n o f h y d r o x y e t h y l f r e e r a d i c a l i n
t h e d e v e l o p m e n t o f l i v e r d am a g e i n r a t s i n t r a g a s t r i c a l l y f e d w i th e t h a n o l .
H e p a t o l o g y 19 9 6 Ja n ; 2 3 ( l ) : 15 5 - 16 3 .
3 6 . L u Y , Z h u ge J , W a n g X , B a i J , C e d e r b a u m A l . C y t o c h r o m e P 4 5 0 2 E 1 c o n t r i b u t e s
t o e t h a n o l - i n d u c e d f a t t y l i v e r i n m i c e . H e p a t o l o g y 2 0 0 8 Ja n 2 1 .
3 7 . l A R C . A l c o h o l i c b e v e r a g e c o n s u m p t i o n a n d e t h y l c a r b a m a t e (u r e t h a n e ) . l A R C
m o n o gr a p h s o n t h e e v a l u a t i o n o f c a r c i n o g e n i c r i s k s t o h u m a n s . 9 6 e d .
(I n t e r n a t i o n a l A g e n c y f o r R e s e a r c h o n C a n c e r , L y o n , i n t h e p r e s s ) .
3 8 . Se i t z H K , S im a n o w s k i U A , G a r z o n F T , R i d e o u t JM , P e t e r s T J , K o c h A , e t a l .
P o s s i b l e r o l e o f a c e t a l d e h y d e i n e t h a n o l - r e l a t e d r e c t a l c o c a r c i n o g e n e s i s i n t h e r a t .
G a s t r o e n t e r o l o g y 19 9 0 F e b ;9 8 (2 ) :4 0 6 - 4 13 .
3 9 . F r e n c h SW . I n t r a g a s t r i c e t h a n o l i n f u s i o n m o d e l f o r c e l l u l a r a n d m o l e c u l a r s t u d i e s
o f a l c o h o l i c l i v e r d i s e a s e . J B i o m e d Sc i 2 0 0 1 Ja n ; 8 ( l ) :2 0 - 2 7 .
4 0 . H a l s t e d C H . N u t r i t i o n a n d a l c o h o l i c l i v e r d i s e a s e . Se m i n L i v e r D i s 2 0 04
A u g ;2 4 (3 ) :2 8 9 - 3 0 4 .
4 1 . T s u k a m o t o H , R e i d e l b e r g e r R D , F r e n c h SW , L a r g m a n C . L o n g - t e r m c a n n u l a t i o n
m o d e l f o r b l o o d s a m p l i n g a n d i n t r a g a s t r i c i n f u s i o n i n t h e r a t . A m J P h y s i o l 19 84
S e p ;2 4 7 (3 P t 2 ) : R 5 9 5 - R 5 9 9 .
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4 2 . F r e n c h SW . T h e p a t h o g e n e s i s a n d s i g n i f i c a n c e o f t h e u r i n a r y a l c o h o l c y c l e i n r a t s
f e d e t h a n o l i n t r a g a s t r i c a l l y . A l c o h o l C l i n E x p R e s 2 0 0 5 N o v ;2 9 ( l 1 Su p p l ) : 15 8 S -
16 1S .
4 3 . L i J
,
N g u y e n V , F r e n c h B A , P a r l o w A F , Su G L , F u P , e t a l . M e c h a n i s m o f t h e
a l c o h o l c y c l i c p a t t e r n : r o l e o f t h e h y p o t h a l a m i c - p i t u i t a r y - t h y r o i d a x i s . A m J
P h y s i o l G a s t r o i n t e s t L i v e r P h y s i o l 2 0 0 0 Ju l ; 2 7 9 ( l ) : G l 18 - G 12 5 .
4 4 . F i n k e l s t e i n J D . M e t h i o n i n e m e t a b o l i s m i n m a m m a l s . J N u t r B i o c h e m 19 9 0
M a y ; l (5 ) :2 2 8 - 2 3 7 .
4 5 . M a t o JM
,
C o r r a l e s FJ
,
L u SC
,
A v i l a M A . S - A d e n o s y lm e th i o n i n e : a c o n t r o l
s w i t c h th a t r e g u l a t e s l i v e r f u n c t i o n . F A S E B J 2 0 0 2 Ja n ; 16 (l ) : 15 - 2 6 .
4 6 . F i n k e l s t e i n JD
,
K y l e W E , M a r t i n JL , P i c k A M . A c t i v a t i o n o f c y s t a t h i o n i n e
sy n t h a s e b y a d e n o s y lm e th i o n i n e a n d a d e n o s y l e t h i o n i n e . B i o c h e m B i o p h y s R e s
C o m m u n 19 7 5 Se p 2 ;6 6 ( l ) : 8 1- 8 7 .
4 7 . T a o k a S
,
W idj aj a L , B a n e r j e e R . A s s i g rm i e n t o f e n z y m a t i c fu n c t i o n s t o s p e c i f i c
r e g i o n s o f t h e P L P - d e p e n d e n t h e m e p r o t e i n c y s t a t h i o n i n e b e t a - s y n t h a s e .
B i o c h e m i s t r y 19 9 9 O c t 5 ;3 8 (4 0 ): 13 15 5 - 13 16 1 .
4 8 . L u SC . R e g u l a t i o n o f h e p a t i c g l u t a t h i o n e s y n t h e s i s : c u r r e n t c o n c e p t s a n d
c o n t r o v e r s i e s . FA SE B J 19 9 9 Ju l ; 13 ( 10 ) : l 16 9 - 1 18 3 .
4 9 . P u r o h i t V , A b d e lm a l e k M F , B a r v e S , B e n e v e n g a N J , H a l s t e d C H , K a p l o w i t z N ,
e t a l . R o l e o f S- a d e n o s y lm e t h i o n i n e , f o l a t e , a n d b e t a i n e i n t h e t r e a tm e n t o f
a l c o h o l i c l i v e r d i s e a s e : s u m m a r y o f a sy m p o s i u m . A m J C l i n N u t r 2 0 0 7
Ju l ; 8 6 ( l ) : 14 - 2 4 .
5 0 . H a l s t e d C H , V i l l a n u e v a J , C h a n d l e r C J , St a b l e r SP , A l l e n R H , M u s k h e l i s h v i l i L ,
e t a l . E t h a n o l f e e d i n g o f m i c r o p i g s a l t e r s m e t h i o n i n e m e t a b o l i s m a n d i n c r e a s e s
h e p a t o c e l lu l a r a p o p t o s i s a n d p r o l i f e r a t i o n . H e p a t o l o g y 19 9 6 M a r ; 2 3 (3 ) :4 9 7 - 50 5 .
5 1 . B a r a k A J
,
B e c k e n h a u e r H C
,
Ju n n i l a M
,
T u m a D J . D i e t a r y b e t a i n e p r o m o t e s
g e n e r a t i o n o f h e p a t i c S - a d e n o s y lm e t h i o n i n e a n d p r o t e c t s t h e l i v e r f r o m e t h a n o l -
i n d u c e d f a t t y i n f i l t r a t i o n . A l c o h o l C l i n E x p R e s 1 9 9 3 J u n ; 17 (3) : 5 5 2 - 5 5 5 .
5 2 . P o g r i b n y I P , R o s s SA , W i s e C , P o g r i b n a M , J o n e s E A , T r y n d y a k V P , e t a l .
I r r e v e r s i b l e g l o b a l D N A h yp o m e t h y l a t i o n a s a k e y s t e p i n h e p a t o c a r c i n o g e n e s i s
i n d u c e d b y d i e t a r y m e t h y l d e f i c i e n c y . M u t a t R e s 2 0 0 6 Ja n 2 9 ;5 9 3 ( l - 2 ) : 8 0 - 8 7 .
5 3 . G h o s h a l A K , F a r b e r E . Ch o l i n e d e f i c i e n c y , l i p o t r o p e d e f i c i e n c y a n d t h e
de v e l o p m e n t o f l i v e r d i s e a s e i n c l u d i n g l i v e r c a n c e r : a n e w p e r s p e c t i v e . L a b I n v e s t
19 9 3 M a r ; 6 8 (3 ) :2 5 5 - 2 6 0 .
54 . W a i n f a n E , P o i r i e r L A . M e th y l g r o u p s i n c a r c i n o g e n e s i s : e f f e c t s o n D N A
m e t h y l a t i o n a n d g e n e e x p r e s s i o n . C a n c e r R e s 19 9 2 A p r 1;5 2 (7 Su p p l ) :2 0 7 1 s -
2 0 7 7 s .
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5 5 . M a t o JM , A l v a r e z L , O r t i z P , P a j a r e s M A . S - a d e n o s y lm e t h i o n i n e s y n t h e s i s :
m o l e c u l a r m e c h a n i s m s a n d c l i n i c a l im p l i c a t i o n s . P h a r m a c o l T h e r 19 9 7 ;7 3 (3 ) :2 6 5 -
2 8 0 .
5 6 M u d d SH
,
P o o l e JR . L a b i l e m e t h y l b a l a n c e s f o r n o r m a l h u m a n s o n v a r i o u s
d i e t a r y r e g i m e n s . M e t a b o l i s m 19 7 5 J u n ;2 4 (6) : 7 2 1 - 7 3 5 .
5 7 . B a r a k A J
,
B e c k e n h a u e r H C
,
T v im a D J . S- a d e n o s y lm e t h i o n i n e g e n e r a t i o n a n d
p r e v e n t i o n o f a l c o h o l i c f a t t y l i v e r b y b e t a i n e . A l c o h o l 1 9 94 N o v ; l l (6) : 5 0 1 - 5 0 3 .
5 8 . C o l e l l A
,
G a r c i a - R u i z C
,
M i r a n d a M
,
A r d i t e E
,
M a r i M
,
M o r a l e s A
,
e t a l .
S e l e c t i v e g l u t a t h i o n e d e p l e t i o n o f m i t o c h o n d r i a b y e t h a n o l s e n s i t i z e s h e p a t o c y t e s
t o t u m o r n e c r o s i s f a c t o r . G a s t r o e n t e r o l o g y 19 9 8 D e c ; 1 15 (6 ) : 1 54 1 - 1 5 5 1 .
5 9 . A l e y n i k SI , L i e b e r C S . P o l y e n y lp h o s p h a t i d y l c h o l i n e c o r r e c t s t h e a l c o h o l - i n du c e d
h e p a t i c o x i d a t i v e s t r e s s b y r e s t o r i n g s - a d e n o s y lm e th i o n i n e . A l c o h o l A l c o h o l 2 0 0 3
M a y ;3 8 (3 ) :2 0 8 - 2 12 .
6 0 . S o n g Z , Z h o u Z , C h e n T , H i l l D , K a n g J , B a r v e S, e t a l . S - a de n o s y lm e t h i o n i n e
(SA M e ) p r o t e c t s a ga i n s t a c u t e a l c o h o l i n d u c e d h e p a t o t o x i c i t y i n m i c e s m a l l s t a r ,
fi l l e d . J N u t r B i o c h e m 2 0 0 3 O c t ; 14 ( 10 ): 5 9 1- 5 9 7 .
6 1. L i e b e r C S
,
C a s i n i A
,
D e C a r l i L M
,
K im C I
,
L o w e N
,
Sa s a k i R
,
e t a l . S - a d e n o s y l -
L - m e t h i o n i n e a t t e n u a t e s a l c o h o l - i n du c e d l i v e r i n j u r y i n t h e b a b o o n . H e p a t o l o g y
19 9 0 F e b ; l l (2 ) : 16 5 - 1 7 2 .
62 . L e e T D
,
S a d d a M R
,
M e n d l e r M H
,
B o t t i g l i e r i T , K a n e l G , M a t o JM , e t a l .
A b n o r m a l h e p a t i c m e t h i o n i n e a n d g l u t a t h i o n e m e t a b o l i s m i n p a t i e n t s w i t h
a l c o h o l i c h e p a t i t i s . A l c o h o l C l i n E x p R e s 2 0 0 4 Ja n ; 2 8 (l ) : 17 3 - 18 1 .
6 3 . H a l s t e d CH
,
V i l l a n u e v a JA
,
D e v l i n A M
,
N i e m e l a O
,
P a r k k i l a S
,
G a r r o w T A
,
e t
a l . F o l a t e d e fi c i e n c y d i s t u r b s h e p a t i c m e t h i o n i n e m e t a b o l i s m a n d p r o m o t e s l i v e r
i n j u r y i n t h e e t h a n o l - f e d m i c r o p i g . P r o c N a t l A c a d Sc i U S A 2 0 0 2 Ju l
2 3 ;9 9 ( 15 ) : 10 0 7 2 - 10 0 7 7 .
6 4 . L u S C
,
A l v a r e z L
,
H u a n g Z Z , C h e n L , A n W , C o r r a l e s F J , e t a l . M e th i o n i n e
a d e n o s y l t r a n s f e r a s e 1A k n o c k o u t m i c e a r e p r e d i s p o s e d t o l i v e r i n j u r y a n d e x h i b i t
i n c r e a s e d e x p r e s s i o n o f g e n e s i n v o l v e d i n p r o l i f e r a t i o n . P r o c N a t l A c a d Sc i U S A
2 0 0 1 M a y 8 ;9 8( 10 ) : 5 5 6 0 - 5 5 6 5 .
6 5 . L u S C
,
A l v a r e z L
,
H u a n g Z Z , C h e n L , A n W , C o r r a l e s F J , e t a l . M e t h i o n i n e
a d e n o s y l t r a n s f e r a s e 1A k n o c k o u t m i c e a r e p r e d i s p o s e d t o l i v e r i n j u r y a n d e x h i b i t
i n c r e a s e d e x p r e s s i o n o f g e n e s i n v o l v e d i n p r o l i f e r a t i o n . P r o c N a t l A c a d S c i U S A
2 0 0 1 M a y 8 ;9 8( 10 ) : 5 5 6 0 - 5 5 6 5 .
6 6 . M a r t i n e z - C h a n t a r M L
,
C o r r a l e s F J , M a r t i n e z - C r u z L A , G a r c i a - T r e v ij a n o E R ,
H u a n g Z Z , C h e n L , e t a l . Sp o n t a n e o u s o x i d a t i v e s t r e s s a n d l i v e r t u m o r s i n m i c e
l a c k i n g m e th i o n i n e a d e n o s y l t r a n s f e r a s e l A . F A SE B J 2 0 0 2 A u g ; 16 (1 0) : 1 2 9 2 -
12 9 4 .
5 9
6 7 C a b r e r o C , D u c e A M , O r t i z P , A l e m a n y S, M a t o JM . Sp e c i f i c l o s s o f t h e h i gh -
m o l e c u l a r - w e i gh t f o r m o f S - a d e n o s y l - L - m e t h i o n i n e s y n t h e t a s e i n h u m a n l i v e r
c i r r h o s i s . H e p a t o l o g y 19 8 8 N o v ; 8(6 ) : 15 3 0 - 1 53 4 .
6 8 . D u c e A M
,
O r t i z P
,
C a b r e r o C , M a t o JM . S- a d e n o s y l - L - m e t h i o n i n e s y n t h e t a s e a n d
p h o s p h o l i p i d m e t h y l t r a n s f e r a s e a r e i n h i b i t e d i n h u m a n c i r r h o s i s . H e p a t o l o g y 19 8 8
Ja n ; 8 ( l ) : 6 5 - 6 8 .
6 9 . V i l l a n u e v a JA , H a l s t e d C H . H e p a t i c t r a n s m e t h y l a t i o n r e a c t i o n s i n m i c r o p i g s w it h
a l c o h o l i c l i v e r d i s e a s e . H e p a t o l o g y 2 0 04 M a y ; 3 9 (5 ): 1 3 0 3 - 1 3 10 .
7 0 . A v i l a M A , B e r a s a i n C , T o r r e s L , M a r t i n - D u c e A , C o r r a l e s FJ , Y a n g H , e t a l .
R e d u c e d mR N A a b u n d a n c e o f t h e m a i n e n z y m e s i n v o l v e d i n m e th i o n i n e
m e t a b o l i s m i n h u m a n l i v e r c i r r h o s i s a n d h e p a t o c e l l u l a r c a r c i n o m a . J H e p a t o l
2 0 0 0 D e c ; 3 3 (6) : 9 0 7 - 9 14 .
7 1. A l e y n i k SI , L i e b e r C S . P o l y e n y lp h o s p h a t i d y l c h o l i n e c o r r e c t s t h e a l c o h o l - i n d u c e d
h e p a t i c o x i d a t i v e s t r e s s b y r e s t o r i n g s - a d e n o s y lm e t h i o n i n e . A l c o h o l A l c o h o l 2 0 0 3
M a y ; 3 8(3 ) :2 0 8 - 2 12 .
7 2 . F e o F
,
P a s c a l e R
,
G a r c e a R
,
D a i n o L
,
P i r i s i L
,
F r a s s e t t o S , e t a l . E f f e c t o f t h e
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p r e v e n t s a l c o h o l i c l i v e r i n j u r y i n m i c e t h r o u g h a t t e n u a t i o n o f o x i d a t i v e s t r e s s . A m
J P a t h o l 2 00 5 Ju n ; 16 6 (6 ) : 1 6 8 1 - 16 9 0 .
12 0 . S o n g Z , Z h o u Z , U r i a r t e S , W a n g L , K a n g Y J , C h e n T , e t a l . S -
a d e n o s y l h o m o c y s t e i n e s e n s i t i z e s t o T N F - a l p h a h e p a t o t o x i c i t y i n m i c e a n d l i v e r
c e l l s : a p o s s i b l e e t i o l o g i c a l f a c t o r i n a l c o h o l i c l i v e r d i s e a s e . H e p a t o l o g y 2 0 0 4
O c t ; 4 0 (4 ) : 9 8 9 - 9 9 7
12 1. J i C
,
D e n g Q , K a p l o w i t z N . R o l e o f T N F - a l p h a i n e t h a n o l - i n d u c e d
h y p e r h o m o c y s t e i n e m i a a n d m u r i n e a l c o h o l i c l i v e r i n j u r y . H e p a t o l o g y 2 0 0 4
A u g ;4 0 (2 ) :4 4 2 - 4 5 1 .
1 2 2 . Sp e i s k y H , K e r a Y , P e n t t i l a K E , I s r a e l Y , L i n d r o s K O . D e p l e t i o n o f h e p a t i c
g l u t a t h i o n e b y e t h a n o l o c c u r s i n d e p e n d e n t l y o f e t h a n o l m e t a b o l i s m . A l c o h o l C l i n
E x p R e s 19 8 8 A p r ; 12 (2 ) : 2 24 - 2 2 8 .
12 3 . l im u r o Y
,
B r a d f o r d B U , Y a m a s h i n a S , R u s y n I , N a k a g a m i M , E n o m o t o N , e t a l .
T h e g l u t a t h i o n e p r e c u r s o r L - 2 - o x o t h i a z o l i d i n e - 4 - c a r b o x y l i c a c i d p r o t e c t s a g a i n s t
l i v e r i n j u r y d u e t o c h r o n i c e n t e r a l e t h a n o l e x p o s u r e i n t h e r a t . H e p a t o l o g y 2 0 0 0
Fe b ;3 1(2 ) :3 9 1- 3 9 8 .
12 4 . D o m i n i c i S , P a o l i c c h i A , L o r e n z i n i E , M a e l l a r o E , C o m p o r t i M , P i e r i L , e t a l .
G am m a - g l u t a m y l t r a n s f e r a s e - d e p e n d e n t p r o o x i d a n t r e a c t i o n s : a f a c t o r i n m u l t i p l e
p r o c e s s e s . B i o f a c t o r s 2 0 0 3 ;17 ( 1- 4 ) : 1 8 7- 19 8 .
1 2 5 P a o l i c c h i A
,
M i n o t t i G
,
T o n a r e l l i P
,
T o n g i a n i R , D e C e s a r e D , M e z z e t t i A , e t a l
G a m m a - g l u t am y l t r a n s p e p t i d a s e - d e p e n d e n t i r o n r e d u c t i o n a n d L D L o x i d a t i o n — a
p o t e n t i a l m e c h a n i s m i n a t h e r o s c l e r o s i s . J In v e s t i g M e d 19 9 9 M a r ; 4 7 (3 ): 15 1- 16 0 .
12 6 . M e n d i s S
,
A t h a u d a SB
,
T a k a s h i K . A s s o c i a t i o n b e tw e e n h y p e r h o m o c y s t e i n e m i a
a n d i s c h e m i c h e a r t d i s e a s e in Sr i L a n k a n s . I n t J C a r d i o l 19 9 7 D e c 19 ;6 2 (3) : 2 2 1 -
2 2 5 .
6 4
12 7 . Z h o u Z , W a n g L , S o n g Z , S a a r i J T , M c C l a i n C J , K a n g Y J . Z i n c s u p p l e m e n t a t i o n
p r e v e n t s a l c o h o l i c l i v e r i n j u r y i n m i c e t hr o u g h a t t e n u a t i o n o f o x i d a t i v e s t r e s s . A m
J P a t h o l 2 0 0 5 Ju n ; 1 6 6 (6 ): 16 8 1 - 1 6 9 0 .
12 8 . H e im WG , A P P L EM A N D , P Y F R OM H T . P r o d u c t i o n o f c a t a l a s e c h a n g e s i n
a n i m a l s w i t h 3 - a m i n o - l
,
2
,
4 - t r i a z o l e . S c i e n c e 19 5 5 O c t 1 4 ; 1 2 2 (3 17 2 ) : 6 9 3 - 6 9 4 .
6 5
A p p e n d i x
T a b l e 1 . C o m p o s it io n o f m e t ii y l d o n o r s a n d c o f a c t o r s in I s o P r o 3 0 0 0 r o d e n t c li o w ,
3MS , Z M m e t t i y l e n r ic h e d c u s t o m r o d e n t c t i o w a n d T s u i <a m o t o - F r e n c li l i ig l i - f a t
li q u i d d i e t b e f o r e ( l - I F D ) a n d a ft e r s u p p l e m e n t a d d it i o n (MD H FD) . V a l u e s g i v e n
a r e a m o u n t p e r k g .
Is o P r o 3 0 0 0 3 M S , Z M H F D M D H F D
B e t a in e 0 1 5 g 0 1 5 g
C h o lin e c h lo r id e 1 6 g 1 5 g 1 8 g 15 g
F o l i c A c id 1 2 m g 1 5 m g 1 4 m g 1 5 m g
L - m e t h io n in e 0 4 9 m g 7 5 g 0 7 5 g
V i t a m in B i 2 0 . 0 7 5 m g 0 1 5 m g 0 0 2 m g 0 1 5 m g
Z i n c s u l f a te 1 2 0 m g 66 0 m g 12 m g 6 60 m g
M e t h y l d o n o r a n d c o fa c t o r c o m p o s i t i o n i n s t a n d a r d p e l l e t d i e t (I s o P r o 3 0 0 0 ) , m e t h y l
e n r i c h e d p e l l e t d i e t (3M S, Z M ), h i gh f a t d i e t (H F D ), a n d m e t h y l d o n o r e n r i c h e d h i g h f a t
d i e t (M D H F D ) . V a l u e s r e p r e s e n t a m o u n t p e r k g .
6 6
T a b l e 2 . E f f e c t o f m e t h y l - d o n o r e n r ic f t e d d ie t o n r o u t in e c li n i c a l p a r a m e t e r s .
H F D
N a iv e c o n t r o l e t h a n o l
M D H F D
c o n t r o l e t h a n o l
S t e a t o s i s s c o r e
In f l a m m a t i o n s c o r e
N e c r o s is s c o r e
T o t a l pa t ti o l o g y s c o r e
A L T (U / L )
BA C (m g / d l)
LA C {|j g E t O H / |j g p r o te i n )
U A C s a c r i f i c e (m g / d l)
M e a n D a i ly U A C (m g / d l)
% L iv e r : B o d y W e ig h t
P ro l if e r a t i o n (% B r d U )
0 0
0 . 8 ± 0 2 1 . 7 ± 0 . 3
' '
0 0 7 ± 0 4
0 8 ± 0 2 2 3 ± 0 . 6
^
3 3 ± 6 16 ± 4
6 ± 1 2 4 ± 5
1 1 ± 1
2 3 ± 9
2 3 ± 2
5 1 ± 0 2 6 . 8 ± 0 5
^
0 1 ± 0 2
2 8 ± 0 3
1 1 ± 0 1
1 7 ± 0 3
5 . 6 ± 0 5 *
7 6 ± 2 6
'b
,
d
a
,
b
,
d
19 4 ± 6 1
2 2 ± 5
"
3 3 8 ± 1 0 2
" "
2 2 5 ± 34
'' ' ' '
8 . 6 ± 0 . 4
' '' ' ' '
10 . 9 ± 5 . 4
"
0
1 5 ± 0 3
0
1 5 ± 0 3
14 ± 2
3 0 ± 5
8 ± 1
2 0 ± 8
16 ± 1
6 1 ± 0 1
3 6 ± 2 4
0 9 ± 0 4 ^
1 2 ± 0 3
0
2 1 ± 0 4
^
2 8 ± 7
2 3 9 ± 3 6
'
1 7 ± 2
1 7 5 ± 4 4
1 2 3 ± 1 7
6 0 ± 0 2
3 8 ± 0 7
b , d
V a l u e s a r e m e a n ± S E (n = 5 - 8 ) . A b b r e v i a t i o n s : a l a n i n e a m i n o t r a n s f e r a s e (A L T ) , b l o o d
a l c o h o l c o n c e n t r a t i o n (B A C ), l i v e r a l c o h o l c o n c e n t r a t i o n (L A C ), u r i n e a l c o h o l
c o n c e n t r a t i o n (U A C ). St a t i s t i c a l d i f f e r e n c e (P < 0 . 0 5 ) i n m e a n s f o r h i s t o p a t h o l o g y
d e t e r m i n e d u s i n g M a n n - W h i t n e y r a n k s u m t e s t ; c o m p a r e d t o H F D c o n t a i n i n g e t h a n o l ,
^
c o m p a r e d t o n a i v e ,
^
c o m p a r e d t o a l l o t h e r gr o u p s . St a t i s t i c a l d i f f e r e n c e (P < 0 . 0 5 ) i n
m e a n s f o r c l i n i c a l m e a s u r e m e n t s d e t e r m i n e d u s i n g o n e - w a y A N O V A .
^
c o m p a r e d t o
n a i v e m i c e ,
''
c o m p a r e d t o m i c e f e d c o n t r o l H F D ,
' ^
c o m p a r e d t o m i c e f e d H FD c o n t a i n i n g
e t h a n o l
,
' ^
c o m p a r e d t o m i c e f e d c o n t r o l M D H F D ,
^
c o m p a r e d t o m i c e f e d M D H F D
c o n t a i n i n g e t h a n o l .
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T a b l e 3 . E f f e c t o f m e t h y l- d o n o r e n h c t i e d d i e t o n l i v e r r e d o x s t a t e f o ll o w in g a lc o t i o l
e x p o s u r e . ^
H F D M D H F D
N a iv e c o n t r o l e t h a n o l c o n t r o l e t h a n o l
G S H
G S S G
G S H / G S S G
C y s t e i n e
C y s
- G ly
G lu - C y s
5 3 ± 3
0 4 8 ± 0 . 0 2
1 1 3 ± 10
9 5 ± 0 4
0 4 3 ± 0 0 6
0 . 3 3 ± 0 . 0 3
'' ' ' ' '
6 3 ± 1 0
0 . 4 1 ± 0 0 7
16 1 ± 2 4
10 9 ± 0 6
0 . 99 ± 0 15
0 15 + 0 0 3
4 7 + 4
0 . 6 8 ± 0 . 0 9
" ' ^' '
84 ± 19
10 6 ± 1 1
1 2 4 ± 0 . 0 8
^ *
0 . 2 0 ± 0 0 2
58 + 1 1 5 9 ± 2
0 3 3 ± 0 . 0 7 0 2 2 ± 0 0 1
2 2 9 ± 7 7
*=
2 6 8 ± 2 1
^
'
"
8 3 ± 0 . 6 1 1 0 ± 1 6
0 7 1 + 0 3 0 0 4 1 ± 0 0 3
0 1 5 + 0 0 3 0 . 2 0 ± 0 . 0 5
V a l u e s a r e m e a n n m o l / m g p r o t e i n ± S E (n = 5 - 8 ) . A b b r e v i a t i o n s : g l u t a t h i o n e [r e d u c e d ]
(G S H ), g l u t a t h i o n e [ o x i d i z e d ] (G SSG ), c y s t e i n y l g l y c i n e (C y s - G l y ) , a n d
g l u t a m i n e c y s t e i n e (G l u - C y s ) . St a t i s t i c a l di f f e r e n c e (P < 0 . 0 5 , o n e - w a y A N O V A ) i n
m e a n s ,
^
c o m p a r e d t o n a i v e m i c e ,
''
c o m p a r e d t o m i c e fe d c o n t r o l H F D ,
' ^
c o m p a r e d t o m i c e
f e d H F D c o n t a i n i n g e t h a n o l ,
' '
c o m p a r e d t o m i c e f e d c o n t r o l M D H F D o r
^
c o m p a r e d t o
m i c e f e d MD H F D c o n t a i n i n g e t h a n o l .
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U r i n e A l c o h o l Cy c li n g
B M e a n D a i l y U A C
K FD « B O H
M DH F O + B O H
Do sa o f B O H
* ^
1
* H I D • t t m
- B - H i t
H » l l * »
t Ol t <K Vt > »
T
1 e 5 i O l i 1 4 1 6 1 8 2 0 2 2 2 4 2 6 2 8
T im e (d » y )
1
- 4 0
Z Z6 ± 3 4
1 2 3 t I T
■ I I T
^
T " I I I I I I " I 1 w—
2 4 6 8 1 0 1 2 W 16 18 2 0 22 2 4 2 € 2 £
T i i n t ( d i y )
F i g u r e 1 . M e t h y l d o n o r s u p p l e m e n t a t i o n r e d u c e d u r i n e a l c o h o l c o n c e n t r a t i o n .
A . U A C s o f t w o r e p r e s e n t a t i v e m i c e a dm i n i s t e r e d e t h a n o l i n t r a g a s t r i c a l l y ; o n e fe d H F D
c o n t a i n i n g e t h a n o l a n d a n o t h e r f e d M D H F D c o n t a i n i n g e t h a n o l . T h e m o u s e f e d H F D
c o n t a i n i n g e t h a n o l h a s a t y p i c a l U A C c y c l e , w h e r e a s t h e c y c l e i n t h e m o u s e f e d M D H F D
c o n t a i n i n g e t h a n o l i s s e v e r e l y b l u n t e d . G r a y d a s h e d l i n e r e p r e s e n t s t h e d o s e o f e t h a n o l
g i v e n . B . M e a n d a i l y u r i n e a l c o h o l c o n c e n t r a t i o n (U A C ) w a s l o w e r i n e t h a n o l - r e c e i v i n g
m i c e f e d M D H F D a s c o m p a r e d t o H F D d e s p i t e s im i l a r d o s e o f e t h a n o l b e i n g
a d m i n i s t e r e d t o m i c e i n t r a g a s t r i c a l l y .
^
P < 0 0 5
,
St a t i s t i c a l l y d i f f e r e n t fr o m H F D + E t O H
g r o u p b y o n e - w a y A N O V A .
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C o n t r o l E t h a n o l
_ - • * . • • • • <
♦
.
I t *
.
' ' ■ '
- „ • / • • ' • ' '
o
0 )
>
"
(5
T o ta l P a t h o lo g y S c o re
■ I B tt a o KA
□ C o n t r o l
N a iv e H F D M D H F D
F i g u r e 2 . M e t h y l d o n o r s u p p l e m e n t a t i o n a t t e n u a t e d a l c o h o l - i n d u c e d l i v e r i n j u r y .
S e v e r e s t e a t o s i s a n d n e c r o s i s w e r e e v i d e n t i n t h e l i v e r o f m i c e t r e a t e d w i t h H F D a n d
e t h a n o l b u t n o t M D H F D a n d e t h a n o l a ft e r 4 w e e k s o f e n t e r a l f e e d i n g . (A ) H F D , (B ) H F D
a n d e t h a n o l , (C ) M D H F D , (D ) M D H F D a n d e t h a n o l , a n d (E ) n a i v e m i c e . R e p r e s e n t a t i v e
p h o t o m i c r o g r a p h s s t a i n e d w i t h H & E , o r i g i n a l m a g n i f i c a t i o n l OOX . (F ) T o t a l
p a t h o l o g i c a l c h a n g e s w e r e s c o r e d a s d e s c r i b e d i n M e t h o d s . P < 0 . 0 5 b y t h e M a n n -
W h i t n e y r a n k s u m t e s t ;
^
c o m p a r e d w i t h m i c e f e d H F D c o n t r o l a n d a l l o t h e r g r o u p s ,
' '
c o m p a r e d t o m i c e f e d H F D c o n t a i n i n g e t h a n o l .
7 0
s t o m a c h C a t a l a s e A c t i v i t y
"
5
I
o
CM
0 . 10 - |
0 . 0 8 -
0 . 0 6 -
0 . 0 4 -
0 . 0 2 -
0 . 0 0
E t ha n o l
C o n t r o l
l E i d .
N a iv e H F D M D H F D
F i g u r e 3 . R e d u c t i o n i n u r i n e a l c o h o l c o n c e n t r a t i o n b y m e t l i y l d o n o r s w a s n o t d u e t o
i n c r e a s e d fi r s t p a s s m e t a b o l i s m . St o m a c h c a t a l a s e a c t i v i t y w a s m e a s u r e d i n m i c e f e d
w i th e t h a n o l i n t r a - g a s t r i c a l l y f o r 4 w e e k s . St a t i s t i c a l d i f f e r e n c e
*
P < 0 . 0 5 a s c o m p a r e d t o
n a i v e m i c e ( o n e - w a y A N O V A , n = 2 - 8 ) .
7 1
A lc o h o l D e h y d r o g e n a s e A c t iv it y C a t a l a s e A c t iv it y
4 0 - 1
n
2000 - 1
1500
£ 1000 -
Cy p2 E 1 A c t i v i t y A c y l C o A O x i d a s e A c t i v it y
B 100
nn
Na iv e H FD M DH F D
] C o n t r o l
Na iv e H F D
■ E t h a n o l
MDHFD
F i g u r e 4 , M e t h y l d o n o r s u p p l e m e n t a t i o n s t i m u l a t e d c a t a l a s e - d e p e n d e n t a l c o h o l
m e t a b o l i s m . A l c o h o l d e h y d r o g e n a s e a c t i v i t y a n d c y t o c h r o m e P 4 5 0 2 E 1 (C y p2 E l )
a c t i v i t y d i d n o t c o n t r i b u t e t o i n c r e a s e d r a t e s o f a l c o h o l m e t a b o l i s m i n t h e l i v e r o f m i c e
f e d m e t h y l - r i c h d i e t A c y l C o A o x i d a s e , w h i c h p r o v i d e s t h e s u b s t r a t e n e e d e d f o r
c a t a l a s e - d e p e n d e n t a l c o h o l m e t a b o l i s m , a l o n g w i t h l i v e r c a t a l a s e a c t i v i t y w e r e e l e v a t e d
i n m i c e a d m i n i s t e r e d a M D H FD c o n t a i n i n g e t h a n o l . V a l u e s r e p r e s e n t m e a n ± SE (n = 5 -
7 ) . St a t i s t i c a l d i f f e r e n c e (P < 0 . 0 5 ) i n m e a n s u s i n g o n e - w a y A N O V A .
" ^
P c o m p a r e d t o a l l
o t h e r g r o u p s ,
' '
P c o m p a r e d t o M D H F D , a n d
' ^
P c o m p a r e d t o H F D .
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S A M
5 * 1 ■ E t h a n o l
^ 3 C o n t r o l
* * *
= *
fi . 3
E
^ 2
o
B
i e i e
I I
i
N a iv e H F D M D H F D
S A M : S A H
a .
12
B E t h a n o l
□ C o n t r o l
h
* *
1
i fl
I
N a iv e H F D M D H F D
S A H
E t h a n o l
C o n t r o l
N a iv e H F D M D H F D
H o m o c y s t e i n e
0 2 5 - 1 E t h a n o l
□ C o n t r o l
0 . 1 0 -
= 0 0 5 -
N a iv e H F D M D H F D
F i g u r e 5 . M e t h y l d o n o r s u p p l e m e n t a t i o n e l e v a t e d SA M , SA H , a n d SA M rS A H r a t i o .
V a l u e s r e p r e s e n t m e a n ± S E (n = 5 - 7 ) . St a t i s t i c a l di f f e r e n c e i n m e a n s u s i n g o n e - w a y
A N O V A . * * / ? < 0 . 0 1 ,
* * *
/ ? < 0 . 0 0 1 .
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F ir s t P a s s
M e t a b o l i s m
/
M e th y l D o n o r s
\
E th a n o l
l\^ e t a b o l i s m
i n c r e a s e d
D e t o x i f i c a t i o n
f A c y l C o A
I O x i d a s e \
U \ GS W. G S S G
C y p 2 E 1
i
P R O TE C T I O N
S c h e m e 1 . M e t h y l d o n o r s u p p l e m e n t a t i o n s t i m u l a t e d c a t a l a s e - d e p e n d e n t a l c o h o l
m e t a b o l i s m a n d r e p l e t e d c e l l u l a r G SH : G S SG l e v e l s w h i c h h a s b e e n s h o w n t o b e a
p r o t e c t i v e m e c h a n i s m i n a l c o h o l - i n d u c e d l i v e r i n j u r y .
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